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1. Características del citomegalovirus humano
1.1 Estructura y replicación del CMV
 El herpesvirus humano tipo 5 (HHV
pertenece a la familia Herpesviridae
CMV, con un diámetro de entre 150
principales: una nucleocápsid
doble cadena del virus;  un tegumento proteico que rodea a la cápsid
lipídica exterior que envuelve todo en la que se distinguen tanto glicoproteínas
como celulares adquiridas durante la liberación de los viriones tras una infección lítica 
(Figura 1)  [1-3].  Aunque la envoltura del virión es sumamente compleja, algunas de 
las  glicoproteínas de superficie 
los receptores celulares implicados en la entrada del virus durante la infección 
Aunque la composición proteica del CMV ha sido i
aproximaciones bioquímicas e inmunológicas 
celulares que constituyen la cápsid
infectivas no ha sido completamente definido
 
Figura 1. Esquema (izquierda) tridimensional de la estructura de 
modificado de http://www.virolog
18-Å de la porción icosaédrica de la partícula de CMV (Chen 
 CMV es el virus de mayor tamaño capaz de infectar humano
unas 230 Kb con aproximadamente 200 pautas abiertas de lectura (ORFs; del inglés 
Open Reading Frames) [7-11
 
 
-5) o citomegalovirus humano (CMV) 
 y subfamilia Betaherpesviridae. La estructura de 
-200 nanómetros, se ha dividido en tres 
a icosaédrica que contiene el genoma de ADN lineal de 
como gB, gH, gL y gO son responsables de la unión a 
dentificada 
[5, 6], el conjunto de  proteín
a, el tegumento y la envuelta de las partículas 
. 
CMV
y.net), y representación de un mapa 3D de resolución 
et al. Virology 1999).
 con
]. El genoma se divide en dos secuencias una 
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regiones 
a; y una bicapa 
 virales 
[4]. 
a través de 
as virales y 
 (obtenido y 
 
 un genoma de 
larga (UL) y 
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una corta (US), en función de su tamaño, flanqueadas por secuencias terminales 
repetidas (TRL y TRS) e internas (IRL y IRS) (Figura 2).  La secuencia completa de la 
cepa de laboratorio AD169 fue publicada por primera vez en 1990 [7] con una 
predicción de 208 posibles ORFs, 14 de las cuales estaban duplicadas entre las 
repeticiones TRL e IRL. Más recientemente se han publicados nuevas secuencias del 
genoma de CMV en las que se ha propuesto entre 165-252 ORFs gracias a estudios 
comparativos utilizando las secuencias disponibles del CMV de chimpancé, macaco, 
murino y aislados clínicos del genoma de CMV humano [8, 10, 12, 13].  Sin embargo, 
sigue existiendo una gran variabilidad entre las secuencias disponibles en las bases de 
datos públicas y aún se requieren nuevos estudios para conocer la naturaleza y número 
definitivo de genes de CMV. 
 
 
Figura 2. Esquema del genoma de CMV. Las regiones únicas (UL y US) se 
representan como líneas horizontales y las repeticiones (TRL, IRL, IRS, y TRS) como 
rectángulos. El número de ORFs representado en cada región ha sido obtenido de la 
secuencia de la cepa de CMV AD169 (GenBank: X17403.1) 
 
 La infección requiere la interacción de las glicoproteínas de la membrana de 
CMV con las proteínas de la membrana extracelular de la célula hospedadora que 
actúan como receptores que desencadena la fusión de membranas o la endocitosis del 
virión [14]. Varios estudios sugieren que las proteínas del tegumento como las pUL47 y 
pUL48 asociadas a la nulcleocápsida interaccionan con la maquinaria de microtúbulos 
celulares para transportar la cápsida viral a la membrana nuclear y acceder al núcleo de 
la célula hospedadora[15]. 
 Al mismo tiempo, otras proteínas del tegumento como pUL26 y pUL83, 
liberadas en el citoplasma celular, interaccionan con proteínas celulares para modular la 
respuesta inmune y la expresión de genes virales [16-18]. En el interior del núcleo tiene 
lugar la transcripción de los genes virales, la replicación y la encapsulación del nuevo 
ADN [15, 19, 20].  Durante la infección lítica la expresión de los genes virales se 
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produce en tres fases, cada una de ellas regulando diferentes aspectos del ciclo de 
infección. La fase inmediatamente temprana (IE, del inglés immediate early) en la que 
se transcriben los genes que controlan el entorno celular, regulan la expresión de otros 
genes virales y son responsables de la activación de los genes tempranos y tardíos [18, 
21, 22]. La disminución de la expresión de estos genes desemboca en el establecimiento 
de la infección latente en ciertos tipos celulares como células mieloides no diferenciadas 
(monocitos y progenitores de células dendríticas)[23]. Durante la fase temprana (E, del 
inglés early) se transcriben los genes tempranos que incluyen factores de transcripción y 
enzimas como la ADN polimerasa vírica responsables de la replicación del ADN [24]. 
Finalmente, en la fase tardía (L, del inglés late) se transcriben los genes tardíos que 
codifican proteínas estructurales del virión y son expresados una vez finalizada la 
replicación viral [25-28]. Tras el ensamblaje de la cápsida en el núcleo, su salida al 
citoplasma se produce por la disrupción de la lámina nuclear y formación de un 
complejo nuclear de salida [29-31].  Una vez en el citoplasma, el ensamblaje y el 
transporte de los viriones implica la interacción con la maquinaria celular encargada del 
mecanismo de secreción, el retículo endoplasmático, el aparato de Golgi y la maquinaria 
de formación de endosomas  [32-34] (Figura 3). Finalmente, una mezcla de partículas 
no infectivas, cuerpos densos y partículas infectivas son liberadas al exterior celular, 
donde las partículas infectivas podrán producir una nueva infección de las células 
adyacentes [34]. Las partículas no infectivas son prácticamente idénticas a las partículas 
infectivas y están compuestas por una envuelta, tegumento y la cápsida proteica pero 
carecen del genoma viral en el interior de la cápsida. Por otra parte, los cuerpos densos 
están compuestos principalmente por proteínas del tegumento y la envuelta proteica 
viral sin la cápsida icosaédrica [35].  
 
Figura 3. Ciclo de vida de CMV (Adaptado de J.Beltran y M. Cristea, 2014).(A) 
Entrada del virus en la célula hospedadora. La cápsida y el tegumento son liberadas al 
citosol. (B) Transporte de la cápsida y proteínas del tegumento al núcleo. (C) 
Ensamblaje de la cápsida en el núcleo, egresión al citosol y transporte hasta el complejo 
viral de ensamblaje (AC), donde se suman más proteínas del tegumento y envuelta viral. 
(D) Liberación de las partículas infectivas, no infectivas y cuerpos densos.   
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1.2. Epidemiología y patogenicidad de CMV 
 CMV humano infecta a la mayor parte de la población mundial, con una 
prevalencia en países desarrollados de aproximadamente el 60% frente al 90% estimado 
en los países subdesarrollados [36]. La transmisión de CMV puede ser horizontal o 
vertical. La transmisión horizontal se produce a través de la sangre, tejidos o por el 
contacto directo con la orina, saliva, secreciones vaginales, semen o leche materna de 
una persona infectada.. En el trasplante de órgano sólido por ejemplo, los donantes 
seropositivos para CMV transmiten el virus a receptores seronegativos (D+/R-) con una 
frecuencia que varía entre el 30-70% [37, 38].  
Asimismo, la trasmisión puede darse de forma vertical, de madre a hijo en diferentes 
momentos durante el embarazo o durante el parto [39, 40].  En mujeres seronegativas 
que desarrollan una infección primaria durante el embarazo se produce una transmisión 
transplacentaria en el 30-40% de los casos produciendo una infección intrauterina del 
feto [41, 42]. En este contexto, el riesgo de enfermedad severa por CMV varía entre el 
10%-20% de los casos [42]. Sin embargo, también puede producirse transmisión 
vertical de madres seropositivas, por reactivación del virus latente o por re-infección 
con una estirpe diferente de CMV, aunque en este caso, la probabilidad de producirse la 
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infección congénita se reduce a un 1% debido probablemente a la inmunidad 
desarrollada por la madre [43-45]. 
 Es probable que el amplio tropismo celular que caracteriza a CMV contribuya al 
diverso número de patologías asociadas con la infección. A excepción de la trasmisión 
por transfusión sanguínea o trasplante, la primera barrera de contacto durante la 
infección por CMV es una barrera epitelial a través del tracto genitourinario, el  tracto 
digestivo superior y el tracto respiratorio [46]. Tras la infección de las células 
epiteliales, CMV establece una infección diseminada a través de la infección de 
leucocitos y endotelio vascular.  Tras la infección primaria, CMV permanece en estado 
latente en distintos tipos celulares, principalmente en células del linaje mieloide no 
diferenciadas a través de un mecanismo  poco conocido hasta el momento [47, 48]. 
Estas células servirán como reservorio para posteriores procesos de reactivación de la 
infección a lo largo de la vida del sujeto infectado, especialmente en condiciones de 
inmunosupresión como es el caso de pacientes trasplantados.  
 Aunque la infección por CMV suele ser asintomática en personas 
inmunocompetentes, puede ocasionar síntomas similares a la mononucleosis 
acompañado por fiebre, elevación de transaminasas y linfocitosis con linfocitos atípicos 
[49]. Durante  la infección congénita, las manifestaciones clínicas sólo ocurren entre el 
10%-20% de los fetos [42]. Entre ellas, las más comunes son el retardo en el 
crecimiento intrauterino, hepatoesplenomegalia, encefalitis o microencefalia, además 
del riesgo de muerte en aproximadamente el 0,5% de los casos durante la infancia para 
los niños gravemente afectados [50]. Sin embargo, los recién nacidos asintomáticos, 
aunque con mejor pronóstico, también pueden desarrollar secuelas a largo plazo como 
déficits cognitivos y motores, y afectación visual y auditiva  [51]. Por otra  parte, la 
infección por CMV en pacientes inmunodeprimidos como los pacientes infectados por 
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1), con un recuento muy bajo de 
linfocitos CD4+, también puede producir enfermedad grave, frecuentemente retinitis, o 
en menor medida a esofagitis, colitis incluso una mayor tasa de mortalidad [52, 53]. Por 
otro lado, en pacientes con trasplante de precursores hematopoyéticos la infección suele 
darse por reactivación del virus del propio receptor, con poca frecuencia de transmisión 
de CMV desde el donante [54]. La manifestación clínica más frecuente en este tipo de 
pacientes es la neumonitis, seguida de la enfermedad gastrointestinal y en menor 
medida hepatitis, encefalitis y retinitis. Finalmente, la relevancia de la infección por 
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CMV en pacientes inmunodeprimidos con trasplante de órgano sólido objeto de esta 
tesis será descrita de forma detallada en el apartado 2.  
 
2. Infección causada por CMV en el paciente trasplantado de órgano 
sólido  
 
 Aunque la mayoría de infecciones por CMV son asintomáticas, la enfermedad 
por CMV en el receptor de trasplante de órgano sólido puede presentarse como 
síndrome viral o como enfermedad invasiva de tejido. El síndrome viral se manifiesta 
generalmente con síntomas como fiebre y malestar frecuentemente asociado a 
leucopenia o trombocitopenia. Sin embargo, la enfermedad invasiva de tejido afecta a 
un órgano específico, siendo la enfermedad gastrointestinal la más común entre 
pacientes trasplantados [55]. El CMV afecta al órgano trasplantado debido a la 
alteración local de los mecanismos inmunes en el injerto, además de porque el órgano 
procedente del donante seropositivo puede servir como reservorio para CMV. La diana 
y evolución de la infección y de la enfermedad por CMV varía en función del órgano 
trasplantado. De esta forma, puede manifestarse  más frecuentemente hepatitis, nefritis, 
neumonitis, miocarditis y pancreatitis en pacientes trasplantados de hígado, riñón, 
pulmón, corazón y páncreas, respectivamente [56]. Pero además de los efectos directos, 
han sido descritos numerosos efectos indirectos como consecuencia de las propiedades 
inmunomoduladoras de CMV [57, 58]. Algunos efectos indirectos producidos tras la 
infección por CMV incluyen nefropatía crónica tras el trasplante de riñón, trombosis 
arterial hepática tras el trasplante de hígado, vasculopatía coronaria tras el trasplante 
cardíaco o bronquiolitis tras el trasplante de pulmón [59-63]. Además, se ha relacionado 
con un incremento en el riesgo de otras infecciones oportunistas producidas por 
bacterias, hongos, u otros virus [64-66]; con el desarrollo del rechazo agudo o crónico y 
con un posible fracaso del injerto [60, 61]. Aunque existen datos que demuestran que la 
infección por CMV podría incrementar el riesgo de rechazo agudo en trasplantados 
renales [60, 67], otros estudios discrepan sobre este aspecto [68]. Finalmente, CMV se 
ha asociado con la ocurrencia de diabetes mellitus tras el trasplante. De hecho, se ha 
demostrado que los pacientes con trasplantante renal con infección por CMV 
asintomática presentan un riesgo 4 veces superior de padecer diabetes que los pacientes 
que no desarrollan infección (26 % vs. 6%) [69, 70].  
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2.1 . Diagnóstico de la infección por CMV    
  La presencia de infección por CMV en sangre o tejidos tras el trasplante está 
asociada a la posibilidad de desarrollo de síntomas relacionados [71]. Por tanto se han 
hecho grandes esfuerzos por determinar la viremia por CMV tras el trasplante y 
desarrollar nuevos ensayos diagnósticos para la determinación de la carga viral, así 
como determinar si se ha producido enfermedad de órgano. 
Las técnicas diagnósticas disponibles para la determinación de la infección son el 
cultivo viral, la antigenemia y las técnicas de cuantificación o detección de ácidos 
nucleicos . Por otra parte, la técnica utilizada para diagnosticar la enfermedad por CMV 
es la histopatología.  Las medidas  indirectas como la serología pueden servir para 
determinar el contacto previo del paciente con el virus.  
 
 2.1.1 Cultivo viral  
 
 El método más tradicional para detectar infección por CMV es el cultivo 
convencional utilizado en casos de infección perinatal pero no se utiliza generalmente 
para diagnosticar infección en pacientes trasplantados [72]. Esta estrategia utiliza 
muestras clínicas, como sangre, orina o tejido que son homogeneizadas y utilizadas para 
la inoculación de fibroblastos en cultivo que son incubados y observados entre 2 y 21 
días. Esta técnica es cara, consume mucho tiempo, presenta una baja sensibilidad desde 
sangre y una pobre especificidad desde orina, heces o esputo [73]. Por estos motivos, 
aunque en la mayoría de los casos ha sido sustituida por la antigenemia (apartado 2.1.2)  
y técnicas de detección de ácidos nucleicos (apartado 2.1.4), actualmente se sigue 
utilizando esta técnica diagnóstica para el aislamiento de CMV desde muestras de 
tejidos, particularmente para muestras gastrointestinales (como muestras de biopsias de 
colon). 
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2.1.2 Antigenemia pp65 
 
 La antigenemia ha sido usada ampliamente para el diagnóstico rápido de la 
infección por CMV en pacientes trasplantados durante más de una década. Es una 
técnica semi-cuantitativa que consiste en la cuantificación por tinción directa de 
linfocitos en sangre periférica con anticuerpos específicos frente a la proteína pp65 
viral. Los resultados se expresan en un número de células positivas por cada 200.000 
leucocitos y se correlacionan estrechamente con la gravedad clínica de enfermedad en 
pacientes inmunocomprometidos [74-76]. Generalmente, un número entre 1 y 400 
células positivas por cada 200.000 leucocitos se ha relacionado con un mayor riesgo de 
enfermedad [77-80], mientras que un recuento celular más bajo está relacionado con 
una infección asintomática [81]. Sin embargo, este valor es variable ya que depende de 
la pericia del observador y se ha observado una alta variabilidad de resultados en 
distintos centros y también en función del grupo de riesgo del paciente (apartado 2.2.1). 
A pesar de presentar una sensibilidad más alta que el cultivo viral y no requerir un 
equipamiento muy sofisticado, su utilidad es limitada en pacientes con leucopenia o 
neutropenia (con cifras de neutrófilos por debajo de 1.000 neutrófilos/µl). Además,  
requiere un procesamiento inmediato de la muestra de entre 4 a 6 horas después de su 
extracción, por lo que en la actualidad esta técnica está siendo sustituida por nuevos 
métodos de detección como la PCR en tiempo real (apartado 2.1.3). 
 
2.1.3 Detección o cuantificación de ácidos nucleicos 
 
 Los métodos moleculares, a pesar de ser más caros que la antigenemia, son 
más rápidos, más reproducibles y sensibles y además, permiten la automatización. 
Actualmente, las técnicas de detección y cuantificación de ácidos nucleicos como la 
PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) son utilizadas en la mayoría de los centros 
en los que está disponible para el diagnóstico de infección por CMV en pacientes 
trasplantados, siendo la mejor alternativa a la antigenemia [82-87].  Las principales 
dianas de la PCR son generalmente genes de CMV de expresión temprana y tardía y se 
utilizan cebadores específicos frente a regiones mejor conservadas [88, 89]. El genoma 
de CMV puede ser extraído de sangre completa, leucocitos, plasma o cualquier otro tipo 
de tejido (muestras de biopsias) o fluidos corporales [89-93]. De esta forma también 
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puede detectarse ARN mensajero por el gen IE en monocitos y leucocitos 
polimorfonucleares indicando infección activa [94-96]. Sin embargo, esta estrategia 
parece ser menos sensible que la detección del antígeno pp65 y la QRT-PCR para el 
diagnóstico de infección por CMV [97, 98]. 
 A pesar de las mejoras introducidas con la utilización de la QRT-PCR, debido 
a la falta de estandarización y a la variabilidad elevada de los resultados de cargas 
virales de los distintos ensayos disponibles comercialmente como demuestran distintos 
estudios comparativos [99, 100], durante mucho tiempo no se han podido establecer 
puntos de corte de carga viral para el inicio de tratamiento en la estrategia de 
tratamiento anticipado. Además, existen  diferencias entre cargas virales observadas en 
función del tipo de muestra utilizada para la determinación [58, 101-104]. Las guías de 
práctica clínica recomendaban que cada centro estableciera su propio umbral de 
replicación en función de la metodología disponible, de la experiencia previa y del 
riesgo de infección de cada paciente [80]. En 2010 la Organización Mundial de la Salud 
(OMS) publicó por primera vez una referencia internacional para la cuantificación de 
ácidos nucleicos de CMV, que permitió la calibración y estandarización entre 
laboratorios [105]. Este estándar permitió la conversión de las copias por mililitros 
(copias/mL) obtenidas tradicionalmente a Unidades Internacionales por mililitro 
(UI/mL) facilitando la extrapolación y comparación entre diferentes centros. 
 
2.1.4 Determinación de serología 
 
 Aunque se han evaluado y descrito diversas técnicas de detección de anticuerpos 
específicos frente a CMV IgG o IgM, los métodos inmunoenzimáticos  (ELISA) son los 
más utilizados por su alta sensibilidad y capacidad de cuantificación. La detección de 
IgM específica de CMV se utiliza como indicador de infección aguda reciente. Por su 
parte, la detección de anticuerpos IgG se utiliza en el periodo pre-trasplante como 
marcador subrogado de infección previa por CMV, para determinar el riesgo de 
infección por CMV de los pacientes (apartado 2.2.1). Aunque la conversión serológica 
es el marcador de primoinfección en pacientes receptores seronegativos, el papel de la 
serología en el periodo pos-trasplante en cuanto al diagnóstico de infección es muy 
limitado, y  no es útil para el diagnóstico de enfermedad activa de CMV [106]. Además, 
las transfusiones de sangre de donantes con serología positiva pueden alterar la 
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serología de receptores con serología negativa, por lo que el resultado de un test de 
serología realizado previamente a la realización de estos procesos son más fiables.  
 
 2.1.5 Histopatología 
 
 La infección por CMV se caracteriza por la formación de inclusiones con  forma 
de "ojo de búho" o efecto citomegálico, identificada por primera vez en 1910 en recién 
nacidos [107] (Figura 4A) y posteriormente en 1964  entre pacientes trasplantados de 
órgano sólido[108]. La enfermedad de órgano causada por CMV, excepto en el caso de 
la retinitis o enfermedad  del sistema nervioso central, debe ser confirmada por 
inmunohistoquímica (Figura 4B) o hibridación in situ de DNA [109-111]. La 
identificación de cuerpos de inclusión o antígenos virales en material biopsiado o 
células de lavado broncoalveolar mediante tinción inmunológica muestra una alta 
especificidad para CMV [112, 113]. Sin embargo, presenta una serie de limitaciones 
como su naturaleza invasiva y la discordancia entre los hallazgos en tejido y otras 
técnicas de cuantificación de carga viral [114]. 
 
 
Figura 4. Identificación histopatológica de CMV. (A) Formación de inclusiones 
intranucleares con forma de "ojo de búho" en una célula epitelial infectada (Griffiths et 
al. 2015). (B) Típica inmunohistoquímica positiva por tinción de CMV en células con 
efecto citomegálico. Las células que se tiñen por presencia de CMV muestran una 
coloración marrón, mientras que las que no están infectadas se mantienen azules  
(Chemaly et al. 2004). 
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2.2  Factores de riesgo para la infección y enfermedad por CMV 
 Los factores de riesgo de infección por CMV y enfermedad tras el trasplante 
están determinados por el seroestatus frente a CMV del donante y del receptor, el tipo 
de órgano trasplantado, el estado basal de inmunosupresión del paciente y la estrategia 
de prevención de infección por CMV utilizada. 
 
 2.2.1 Seroestatus del donante y el receptor 
 
 El seroestatus del donante y del receptor previos al trasplante es la variable más 
utilizada para determinar el riesgo de infección tras el trasplante. De esta forma, en el 
trasplante de órgano sólido, los pacientes seronegativos (R-) que reciben un órgano de 
un donante seropositivo (D+) presentan un mayor riesgo de infección y por tanto 
enfermedad por CMV, como resultado de la reactivación del virus latente transmitido en 
el órgano donado que ocurre entre 30%-70% de los casos [56]. Los pacientes R- además 
de estar sometidos a una inmunosupresión farmacológica alta, no han desarrollado una 
infección previa al trasplante y por tanto no han adquirido una respuesta inmune 
específica frente a CMV. Además, los receptores positivos que reciben un injerto de un 
donante seropositivo (R+/D+) o seronegativo (R+/D-) se consideran de riesgo 
intermedio, en los que el desarrollo de infección puede deberse a una reactivación del 
virus latente o a una súper-infección con una estirpe diferente [115]. Los trasplantes R-
/D- son los que presentan el menor riesgo de enfermedad por CMV entre  el 1-2% en el 
primer año pos-trasplante. En un estudio reciente realizado en una cohorte de 641 
pacientes trasplantados de riñón demostró una incidencia acumulada de enfermedad por 
CMV tras la discontinuación de la profilaxis universal de 26,2 % en pacientes D+/R-, 
7,4% en D+/R+ y 3,1% en D-/R+ a los 6 meses [116]. Otro estudio de pacientes 
trasplantados de riñón e hígado que recibían profilaxis universal, la incidencia de 
enfermedad por CMV fue de 19,2 % y 31,3 % respectivamente en una cohorte de alto 
riesgo (D+/R-), una incidencia mucho mayor que en pacientes R-/D-, con un 2,5 % y 
3,2 % respectivamente [117].   
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2.2.2 Tipo de órgano trasplantado 
 
 Entre los trasplantes de órgano sólido, los pacientes con trasplante de pulmón, 
páncreas e intestino presentan un mayor riesgo de desarrollo de infección por CMV 
comparado con pacientes trasplantados de riñón e hígado, que está relacionado con la 
intensidad de la inmunosupresión y la cantidad de tejido linfoide trasplantado [118]. La 
mayor incidencia de infección y enfermedad por CMV se produce en el trasplante de 
pulmón con un 54%-92%, datos que varían en función de la serología del 
receptor/donante, y entre el 40%-75% de neumonitis causada por CMV [71, 119]. De 
hecho, la mortalidad asociada a infección primaria por CMV puede ser de hasta el 54%, 
que se asocia al incremento de super-infecciones pulmonares en el primer año pos-
trasplante [120]. Finalmente, el trasplante de riñón es el que presenta menor riesgo de 
enfermedad por CMV (8%-32%) aunque el trasplante simultáneo de riñón y páncreas  
aumenta el riesgo de enfermedad [121].  
 
2.2.3 Inmunosupresión o defectos del sistema inmune 
 
 Los pacientes con inmunosupresión grave presentan alto riesgo de enfermedad 
por CMV. El nivel de inmunosupresión está influenciado por muchos factores como son 
la dosis, duración y tipo de inmunosupresor, enfermedad basal del sistema inmune 
adaptativo, la edad o el desarrollo de comorbilidades [122]. Los inmunosupresores que 
se han asociado con mayor incidencia de enfermedad por CMV son altas dosis de 
micofenolato mofetilo (MMF) [123], la globulina anti-linfocito humana, la globulina 
anti-timocito, los anticuerpos anti-CD3 y los anticuerpos anti-CD52, especialmente 
cuando son usados para el tratamiento del rechazo agudo [67]. Sin embargo, otros 
inmunosupresores como los inhibidores de m-TOR y el everolimus se han asociado con 
un menor riesgo de infección y enfermedad por CMV [124]. Por otra parte, los defectos 
en el sistema inmune adaptativo pueden disminuir la capacidad de respuesta del sistema 
inmune a la infección y relacionarse, por tanto, con un mayor riesgo de enfermedad por 
CMV. Estos defectos incluyen polimorfismos en los genes TLR (del inglés Toll-like 
receptor), deficiencia o polimorfismos en la lectina de unión a manosa (MBL, del inglés 
mannose binding lectin) [125, 126], deficiencias en la expresión de citoquinas [127] o 
deficiencia  de células CD4+ o CD8+ [128, 129]. 
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2.3  Prevención de la infección por CMV 
 Como resultado de los avances realizados en las estrategias de prevención de la 
infección por CMV se ha producido una disminución en la mortalidad relacionada con 
CMV, en la enfermedad invasiva de tejido y en la incidencia de efectos indirectos en 
pacientes trasplantados. Las dos estrategias recomendadas para prevenir la enfermedad 
por CMV en el paciente trasplantado son la profilaxis universal y la terapia anticipada 
con monitorización de la viremia de CMV.  
 a) Profilaxis universal 
 La profilaxis universal implica la administración de tratamiento antiviral a todos 
los pacientes en riesgo de infección por CMV, inmediatamente después del trasplante 
(normalmente en los primeros 10 días), y se continua por un periodo que varía entre los 
3 y 6 meses, dependiendo del seroestatus del donante y del receptor, así como del tipo 
de órgano trasplantado. En este sentido, la duración óptima del periodo profiláctico ha 
sido objetivo de varios estudios. Humar et al. demostraron que en pacientes 
trasplantados de riñón de alto riesgo de infección por CMV, la incidencia de 
enfermedad tardía por CMV era significativamente menor en pacientes con 200 días de 
profilaxis con valganciclovir comparado con pacientes tratados durante 100 días [130]. 
Como consecuencia, la ampliación de la profilaxis a 200 días ha sido adoptada en 
muchos programas de trasplante de hígado, corazón y páncreas. Por otra parte, otro 
beneficio aportado por la profilaxis universal es la disminución de los efectos indirectos 
relacionados con la infección por CMV, relacionados con el rechazo o pérdida del 
injerto, las infecciones oportunistas y la mortalidad [55, 131]. Sin embargo, la 
utilización de esta estrategia profiláctica está asociadas a desventajas como la toxicidad 
causada por el tratamiento antiviral y la incidencia de enfermedad tardía por CMV que 
se produce una vez finalizado el periodo profiláctico [55, 130].    
 
 b) Tratamiento anticipado 
 
 La estrategia de tratamiento anticipado consiste en la administración de 
tratamiento antiviral sólo cuando se detectan eventos de replicación viral, por encima de 
un umbral definido. Esta estrategia anticipada  implica la monitorización regular y 
seguimiento de los pacientes y la determinación de las cargas virales con técnicas de 
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diagnóstico cuantitativas (antigenemia o QRT-PCR). En aquellos pacientes con carga 
viral de CMV positiva se instaura el tratamiento antiviral evitando la progresión de la 
infección que es discontinuado una vez deja de detectarse replicación viral, evitando 
efectos adversos como la toxicidad del tratamiento antiviral y el coste asociado. 
Además, como se explica en apartados posteriores, debido a que el paciente se expone 
de forma controlada al virus se facilita el desarrollo de una inmunidad celular específica 
frente a CMV, que se traduce en una menor incidencia de enfermedad por CMV [132-
134]. Sin embargo, una de sus principales desventajas es el elevado coste de 
monitorización de los pacientes y el aumento del seguimiento del paciente que requiere 
una buena coordinación. Además, no protege al paciente de otras infecciones 
oportunistas ni de los efectos indirectos causados por la exposición del organismo a 
CMV [135]. Por otro lado, una de las dificultades de la utilización de esta estrategia es 
que no existe un consenso generalizado en la práctica clínica respecto a la carga viral de 
CMV a partir de la cual administrar tratamiento. Un estudio reciente realizado en 
nuestro grupo, ha determinado un punto de corte de 3.983 UI/ml para el inicio del 
tratamiento antiviral en pacientes con TOS seropositivos [136]. Sin embargo, sería 
necesario comprobar y establecer puntos de cortes para otros grupos de trasplantes y su 
aplicabilidad en diferentes centros.  
 
 c) Comparación de estrategias 
 Varios estudios han comparado la administración de profilaxis universal y el 
tratamiento anticipado generando controversia respecto a la estrategia más segura o 
efectiva. En un ensayo clínico llevado a cabo en una cohorte de 98 pacientes con 
trasplante de riñón, se demostró que ambas estrategias de tratamiento reducían el riesgo 
de enfermedad y mortalidad por CMV, y no se encontraron diferencias significativas 
[137, 138]. Sin embargo, en otro estudio realizado en el mismo tipo de pacientes se 
sugirió un posible efecto beneficioso de la estrategia profiláctica. La profilaxis redujo 
hasta el 65% (13/73 versus 33/65 pacientes) la incidencia de infección por CMV en un 
periodo de 12 meses pos-trasplante y la supervivencia del órgano trasplantado 
incrementó hasta 4 años pos-trasplante [139]. Contrariamente, varios meta-análisis han 
demostrado que el tratamiento anticipado es más efectivo en reducir el riesgo relativo de 
infección por CMV, aunque la mortalidad global era similar [135, 140].  
Introducción 
23 
 
 Aunque en teoría la profilaxis debería inducir una mayor tasa de resistencias,  la 
aparición de resistencias a antivirales no se ha asociado especialmente a ninguna de las 
estrategias preventivas [141, 142]. Sin embargo, se ha asociado una mayor incidencia de 
rechazo agudo (comprobado por biopsia) y una menor supervivencia del injerto en 
pacientes con tratamiento anticipado [143].  
 Aunque las guías recomiendan el uso de profilaxis frente a tratamiento 
anticipado en pacientes de alto riesgo de infección por CMV, en algunos centros se 
utiliza la combinación de ambas estrategias, donde la profilaxis es administrada durante 
el periodo de mayor riesgo de enfermedad por CMV, y se continúa con terapia 
anticipada en el periodo de menor riesgo.  Sin embargo, en cada centro se debe hacer 
balance de los beneficios aportados por cada una de las estrategias en función de la 
frecuencia de enfermedad por CMV diagnosticada, la capacidad de monitorizar a los 
pacientes, el coste de tratamiento antivirales y diagnóstico y la incidencia de otras 
infecciones oportunistas, perdida de injerto y mortalidad [144].  
 
 2.3.1 Fármacos antivirales. 
  
  En las últimas dos décadas, la primera estrategia de prevención y tratamiento de 
la infección por CMV ha sido la administración de ganciclovir, o valganciclovir, 
fármaco que inhiben la síntesis de ADN viral por la polimerasa. Generalmente, el 
valganciclovir oral es preferido con respecto al ganciclovir debido a su mayor 
biodisponibilidad y su comparable efectividad en la prevención de enfermedad por 
CMV en pacientes trasplantados de órgano sólido. La eficacia de la utilización de 
valganciclovir vs. ganciclovir ha sido objeto de varios estudios.  Un estudio realizado 
por Paya et al.  en 364 pacientes trasplantados de órgano sólido  de alto riesgo de 
infección por CMV demostró una eficacia similar entre la profilaxis con valganciclovir 
vs. ganciclovir. Sin embargo, en el contexto de trasplante hepático el valganciclovir se 
asoció con un mayor ratio de enfermedad invasiva de tejido comparado con ganciclovir 
oral [145], aunque otros estudios no observaron diferencias independientemente del 
fármaco administrado [146], y demostraron un incremento de hasta 4 veces en el riesgo 
de enfermedad tras la discontinuación de la profilaxis con valganciclovir comparado 
con ganciclovir intravenoso u oral (22%, 5% y 6 %, respectivamente) [147]. Por otro 
lado, la administración prolongada de valganciclovir o ganciclovir podrían 
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desencadenar el desarrollo de resistencias. Las guías para el manejo de la infección por 
CMV sugieren en los casos de detectarse resistencia la posibilidad de incrementar la 
dosis de ganciclovir en pacientes con riesgo de enfermedad moderada o leve, o 
administrar foscarnet en pacientes con enfermedad más grave, [148]. Foscarnet es un 
análogo del pirofosfato inorgánico que inhibe la unión del pirofosfato a la polimerasa, 
impidiendo  la replicación de CMV. Sin embargo, dada a su elevada toxicidad, otras 
alternativas están siendo investigadas en la actualidad[149].  
 
3. Respuesta inmune frente a CMV y su papel en el control de la 
infección 
 
 CMV se controla de forma efectiva en individuos sanos, lo que sugiere la 
existencia de un balance entre el virus y la respuesta inmune del hospedador que 
permite la persistencia del virus de forma sub-clínica. Sin embargo, en ciertas 
situaciones como la inmunosupresión en las que este balance está alterado, se produce la 
replicación de CMV no controlada y por tanto los individuos inmunodeprimidos 
presentan un mayor riesgo de infección o reactivación de CMV.  El control 
inmunológico de CMV implica la combinación de ambas respuestas del sistema 
inmune: innata y adaptativa.  
 
3.1 Respuesta innata frente a CMV 
 
 La respuesta inmune innata es la primera línea de defensa frente a la infección 
por CMV. La detección de virus se lleva a cabo por los receptores de reconocimiento de 
patrones  (PRRs), entre los que se encuentran los receptores Toll (TLR) [14]. Varios 
estudios han demostrado que las glicoproteínas gB y gH de CMV están implicadas en el 
reconocimiento de los receptores TLR de tipo 2 provocando la activación de rutas de 
transducción de señales dependiente de NF-κΒ [150]. Al mismo tiempo se produce el 
reclutamiento de células presentadoras de antígenos (APC, del inglés antigen presenting 
cells), fagocitos y células NK (del inglés natural killer o asesina natural) [14]. Estas 
últimas células son consideradas el puente entre el sistema inmune innato y adaptativo 
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por su habilidad de ejercer una función citotóxica y además liberar citoquinas que 
producen la maduración del sistema inmune adaptativo y en particular de las células T 
[151]. Entre los diversos mecanismos y rutas activados destaca la producción de 
citoquinas inflamatorias, IFN de tipo I y moléculas co-estimulatorias implicadas en 
regulación, necesarias para controlar la infección y subsecuentemente dar lugar a una 
respuesta inmune adaptativa de alta calidad [14]. Además, existen un gran número de 
evidencias que sugieren que las células NK juegan un papel crucial en la defensa frente 
a infecciones virales, aunque su papel específico en la infección por CMV no está del 
todo caracterizado [152, 153].  
 
3.2 Respuesta adaptativa frente a CMV.  
 
 3.2.1 Respuesta celular específica mediada por linfocitos T 
 
 CMV es un gran inductor del sistema inmune comparado con otros virus. De 
hecho, en individuos sanos inmunocompetentes con serología positiva 
aproximadamente el 10% de las células T presentes en sangre periférica son específicas 
para antígenos de CMV [45] y esta proporción puede llegar hasta el 40% en ancianos 
[154-157].  Las células T efectoras CD8+ y CD4+ αβT son imprescindibles para la 
resolución de los episodios de replicación por CMV [158, 159]. Mientras que la 
expansión de las células T CD4+ funcionales es necesaria para el mantenimiento de las 
células T CD8+ funcionales [160], las células T CD8+ activadas específicas de CMV 
secretan citoquinas con actividad antiviral y capacidad de lisar células infectadas por 
CMV [161] . 
 En pacientes inmunodeprimidos, el desarrollo de una inmunidad celular 
específica de CMV se ha relacionado con un menor riesgo de desarrollo de infección y 
enfermedad [133, 162-166]. La utilidad de la inmunidad específica ha sido demostrada 
en diferentes escenarios, como el efecto terapéutico, ya que en algunos casos los 
pacientes aclaran la infección tras adquirir inmunidad celular específica frente a CMV 
sin necesidad de tratamiento  [133], o la correlación encontrada entre los niveles de 
secreción de IFN−γ medidos por QuantiFERON®-CMV tras la finalización de la 
profilaxis universal en la que los pacientes con un test positivo tenían una menor 
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incidencia de enfermedad comparados con los pacientes con resultados negativos o 
indeterminados (6,4% , 22,2% y 58,3%, P<0.001) [167]. También se ha demostrado la 
utilidad de la medición de la respuesta de células T específica de CMV previa al 
trasplante. Bestard et al. propusieron la medición pre-trasplante de la respuesta celular 
específica al antígeno IE-1 para identificar a los pacientes con mayor riesgo de 
infección por CMV, ya que aquellos pacientes con infección mostraban una menor 
respuesta celular T pretrasplante [168], y más recientemente Cantisan et al. demostraron 
que los pacientes con prueba pre-trasplante “no reactiva” medida por  QuantiFERON®-
CMV  (IFNγ <0,2 UI/ml) tenían mayor riesgo de replicación viral en el pos-trasplante 
respecto a los pacientes “reactivos” (IFNγ ≥0,2 UI/ml) [169]. Por el contrario, otros 
autores han publicado resultados donde no se encuentra una asociación significativa 
entre la respuesta celular a antígenos específicos de CMV y la ocurrencia de replicación 
viral [170, 171].  La Rosa et al. analizaron los niveles de viremia y la producción de 
IFN-γ por los linfocitos T CD8+ y CD4+ en 17 pacientes trasplantados D+/R- tras la 
discontinuación de la profilaxis. Utilizando los péptidos PepMix IE-1 y pp65, 
demostraron que la respuesta a ambos antígenos no predecía el desarrollo posterior de 
enfermedad. De hecho, en el grupo de pacientes con enfermedad, la respuesta CD8+ 
IFN-γ+ frente a pp65 en el primer mes tras la discontinuación de la profilaxis  fue mayor 
que para el grupo de los pacientes asintomáticos. Por estas razones, propusieron la 
utilidad de caracterizar otras citoquinas además de IFN-γ+ o utilizar otros antígenos de 
CMV para la evaluación de la respuesta celular.  Del mismo modo, Eid et al. no 
encontraron asociación entre la respuesta de células T específicas de CMV con el 
desarrollo subsecuente de viremia en un grupo de pacientes trasplantados de riñón 
tratados con profilaxis universal. Sin embargo, atribuyen este resultado al bajo número 
de pacientes D+/R- incluidos (n=11) y la escasa ocurrencia de viremia en los receptores 
seropositivos.  
 
  Una alternativa interesante que ha surgido como consecuencia de los resultados 
que demostraban la utilidad de la respuesta celular T CD8+ y CD4+ para conferir 
protección frente a CMV ha sido la inmunoterapia [172, 173]. Para llevar a cabo esta 
terapia, las células T CD4+ y CD8+ específicas de CMV de un donante son estimuladas 
in vitro usando un lisado o péptidos específicos de CMV para luego ser transferidas al 
paciente. Esta estrategia ha dado resultados prometedores especialmente en el contexto 
de trasplante hematopoyético [160]. Aunque su estudio ha sido limitado en trasplante de 
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órgano sólido, se ha estudiado un caso de trasplante de pulmón con neumonía causada 
por CMV resistente a ganciclovir demostrando una rápida expansión celular in vivo tras 
la inmununoterapia que se asoció a una eficiente prevención de la replicación viral 
[174]. 
 
3.2.2 Respuesta humoral y anticuerpos neutralizantes  
 
 El papel de la respuesta mediada por anticuerpos en la protección frente a la 
infección por CMV sigue siendo un tema de debate [175-178]. La infección por CMV 
induce la producción de inmunoglobulinas IgM, IgA e IgG. Mientras que los 
anticuerpos IgM e IgA pueden persistir entre 2-8 meses y hasta un año, 
respectivamente, las IgG perduran de por vida, incrementando su título tras sucesivas 
reactivaciones pero declinando con el paso del tiempo [49]. La detección de IgG 
específicos de CMV se utiliza para establecer el riesgo de infección por CMV de los 
pacientes que van a someterse a un trasplante. Sin embargo, la relación entre los niveles 
de IgG y el riesgo de infección pos-trasplante no ha sido caracterizada. Humar et al. 
compararon 100 días de profilaxis con ganciclovir o valganciclovir en 352 pacientes 
D+/R-, y observaron que la seroconversión a los 6 meses pos-trasplante era predictiva 
de enfermedad subsecuente entre los 6 y 12 meses. El índice de enfermedad fue de 1,3% 
en pacientes que seroconvertían y de 10 % en pacientes que no seroconvertían [106]. 
 Debido a su posible efecto beneficioso, algunos centros administran 
inmunoglobulinas intravenosas frente a CMV como estrategia profiláctica, 
particularmente a pacientes trasplantados de corazón, pulmón o intestino. Un relevante 
ensayo clínico realizado en trasplantados pediátricos de pulmón demostró que la 
profilaxis con inmunoglobulinas reducía tres veces la probabilidad de desarrollar 
infección por CMV. Sin embargo, no pudo asociarse con una disminución de 
enfermedad, ni con el desarrollo de morbilidad tras el trasplante, lo que sugería la 
necesidad de ampliar este estudio [179]. 
 Los anticuerpos IgG dirigidos a glicoproteínas de la envuelta de CMV capaces 
de bloquear la infección se identifican como anticuerpos neutralizantes. La mayoría de 
información disponible sobre estos anticuerpos se basa en la infección congénita por 
CMV. Varios estudios han relacionado la presencia de anticuerpos anti-CMV en 
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mujeres seropositivas o tratadas con inmunoglobulinas durante el embarazo con una 
reducción de la infección congénita por CMV [176, 177].  Sin embargo, existen 
estudios contradictorios en los que la administración de inmunoglobulinas en mujeres 
embarazadas comparando con placebo no pudo asociarse a una reducción de la 
transmisión intrauterina de CMV [180]. En el contexto del trasplante, el papel de los 
anticuerpos neutralizantes y su cinética de adquisición tras la infección primaria está 
poco caracterizado. Un meta-análisis de 698 pacientes trasplantados de órgano sólido 
(TOS) demostró que la administración de inmunoglobulinas aumenta la supervivencia 
general y reduce la enfermedad y muerte asociadas a CMV [178]. Recientemente se ha 
iniciado un nuevo ensayo clínico que está todavía en marcha, en el que se han 
seleccionado dos grupos de receptores de trasplante renal de alto riesgo para recibir 
infusiones de anticuerpos específicos frente a CMV o placebo, para determinar si los 
anticuerpos reducen la transmisión de CMV (Clinical Trials Gov. No. NCT01753167). 
En el contexto de pacientes trasplantados de progenitores hematopoyéticos, Muñoz et 
al. analizaron la cinética de anticuerpos en 296 sueros de 26 pacientes seropositivos por 
ensayo de microneutralización y análisis específico de anticuerpos anti-gB por 
inmunofluorescencia. Además de que los niveles de anticuerpos eran muy variables 
entre pacientes, no encontraron relación entre los niveles de anticuerpos y la presencia o 
ausencia de infección activa por CMV. En estos pacientes, el aclaramiento de la 
infección por CMV no se asoció con un aumento en el título de los anticuerpos 
funcionales presentes en el suero [181].Una limitación de los estudios realizados hasta 
la fecha es que la mayoría de ellos han estudiado los anticuerpos neutralizantes en 
modelos de infección de fibroblastos. Sin embargo, las cepas de CMV que replican en 
fibroblastos presentan diversos cambios genéticos respecto a cepas silvestres, y 
muestran menor patogenicidad en voluntarios humanos sanos [182]. Además,  durante 
la infección in vivo la primera barrera de infección por CMV son las células epiteliales y 
endoteliales. Estudios recientes han demostrado que el mecanismo de entrada de CMV 
varía dependiendo de la célula hospedadora. De esta forma, mientras que la 
glicoproteína gB y los complejos gH/gL/gO y gM/gN juegan el papel principal en la 
entrada en fibroblastos [14, 183], el complejo pentamérico  gH/gL/pUL128-131a es 
indispensable para la infección de células epiteliales y no para la infección de 
fibroblastos [184-186]. Por estas razones, todos los resultados obtenidos en estudios 
previos en los que se estudiaban los anticuerpos neutralizantes usando modelos de 
fibroblasto, podrían no estar identificando completamente el espectro de actividad 
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neutralizante, ya que los anticuerpos neutralizantes capaces de bloquear la infección de 
epitelio no estarían siendo identificados [187]. Como consecuencia, diferentes estudios 
sugieren que el uso de modelos de infección de fibroblastos no sería suficiente para 
describir la respuesta de anticuerpos neutralizantes específicos de CMV y que sería 
necesario, por tanto, testar la actividad neutralizante de la infección por CMV sobre 
células epiteliales y analizar su relación con la progresión clínica del paciente [188-
190]. De hecho, los estudios en este sentido se han realizado en el contexto del 
embarazo. Gerna et al. en un estudio con 18 mujeres embarazadas con infección 
primaria por CMV en el que también se incluyó 5 receptores de TOS, identificaron una 
actividad de anticuerpos neutralizantes frente a CMV en células epiteliales 128 veces 
más elevada que en fibroblastos [190]. En la misma línea,  Gernini et al. observaron una 
asociación entre altos niveles de anticuerpos neutralizantes de la infección de células 
epiteliales y un menor riesgo de infección congénita [188]. Este conjunto de resultados 
podría sugerir que el complejo pentamérico gH/gL/pUL128-131a requerido para la 
infección de células epiteliales es la principal diana de la inmunidad mediada por 
anticuerpos y responsable de la inducción de una respuesta efectiva frente a la 
diseminación del virus in vivo. 
 
3.2.3. Métodos de detección de la respuesta inmune específica frente a CMV  
 
 En la actualidad existen varios métodos disponibles para la cuantificación y 
caracterización funcional de la respuesta de células T específica de CMV [191]. Entre 
ellos destacan los ensayos de determinación de IFN-γ. La técnica de QuantiFERON®-
CMV basada en ELISA, la única que ha sido aprobada en Europa, es una técnica 
sencilla, de mínima manipulación, estandarizada y disponible comercialmente [50, 192-
195]. Sin embargo, sólo evalúa la inmunidad mediada por linfocitos T CD8+ y no CD4+. 
Por otra parte, los métodos basados en la tinción de receptores de superficie y citoquinas 
intracelulares utilizando citometría de flujo se han convertido en el modelo de referencia 
para evaluar el fenotipo funcional de la población de células T previamente estimuladas. 
Una ventaja de esta técnica es que se pueden incorporar diferentes anticuerpos 
monoclonales que reconocen proteínas intracelulares (TNFα, IL-2, MIP1-b, CD107a y 
sobre todo IFNγ) o proteínas de superficie (CD4, CD8, CD27,CD28, CCR7,CD62L). 
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En este ensayo la sangre completa o células mononucleares  de sangre periférica 
(PBMCs) son estimuladas con antígenos seleccionados de CMV cuya naturaleza (lisado 
de células infectadas, proteínas recombinantes, células dendríticas cargadas con 
proteínas o péptidos inmunogénicos, péptidos inmunogénicos  individuales o librerías 
de péptidos solapantes) depende de la población de células T diana que se quiera 
estimular.  
 Por otro lado, la técnica de ELISPOT aunque es altamente sensible, no 
diferencia entre  células T CD4+ y CD8+. Ha sido comercializada recientemente 
(Lophius kit T-Track®  CMV, Lophius Biosciences,Germany) basada en la 
estimulación de PBMCs con proteínas de CMV (pp65 y IE1) y la subsecuente 
cuantificación del número de células T que secretan IFN-γ. Finalmente, los ensayos 
basados en multímeros de MHC se basan en la tinción directa de células T CD8+ 
específicas de CMV con tetrámeros, pentámeros o más recientemente dexámeros de 
MHC de clase I unidos a su péptido antigénico. Este ensayo puede ser realizado sobre 
PBMCs o sangre completa y mide la frecuencia de fenotipos de células T [196-198]. Sin 
embargo, no da información sobre si las células detectadas son funcionales, como con la 
tinción de citoquinas intracelulares [199]. Por este motivo, a pesar de ser una técnica 
muy poderosa, su valor con fines diagnósticos puede ser limitado.  
 
4. Vacunas  
 
4.1 Antígenos de CMV que inducen una respuesta celular y humoral  
 
 Aunque el genoma de CMV es de aproximadamente 235 Kb con más de 165 
ORFs [7], sólo se ha estudiado la respuesta inmune y su correlación con el control de la 
replicación de un número de proteínas virales muy reducido.  Como se ha mencionado 
anteriormente, la presencia de células T CD4+ and CD8+ T específicas de CMV en 
sangre periférica se correlaciona con el control de la infección por CMV en el periodo 
postrasplante [133, 157].  La mayoría de los estudios de inmunidad celular han 
empleado los antígenos virales UL123 (proteína IE-1) y UL83 (proteína pp65) que se 
expresan a altos niveles durante la infección viral [200], y se han asociado a la 
inducción de una respuesta celular T efectiva frente al control de la infección por CMV 
en el periodo postrasplante [200-204].  
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 Otros trabajos han caracterizado la respuesta celular inducida por otros antígenos 
virales, aunque su correlación con la protección frente a la infección por CMV necesita 
ser estudiada en más profundidad. En un estudio reciente, se utilizaron péptidos 
solapantes de 15 aminoácidos que cubrían todas las ORFs de CMV para estimular 
linfocitos de individuos sanos seropositivos para CMV. En este estudio se demostró que 
las células T CD8+ y CD4+ específicas de CMV respondían a más del 70% de las ORFs 
virales, indicando que la infección in vivo por CMV induce una amplia respuesta celular 
dirigida a un gran número de antígenos [157]. Además de esta forma fueron 
identificadas como altamente antigénicas las proteínas pp28, pp50, gH, gB, US2,US3, 
US6, UL18, UL55, UL83, UL86, UL99, UL153, UL32, IE-1y pp65 ya que fueron 
capaces de inducir una  respuesta inmune de células T [157]. En otros dos estudios se 
demostró que las proteínas virales gH, gB, IMP (UL100), US6-US11, pp28, pp150, IE2 
y UL68 inducían una respuesta de células T de memoria en células de individuos sanos 
seropositivos [205, 206]. El conjunto de estos hallazgos, sugieren una vez más que la 
respuesta celular frente a CMV es una respuesta robusta y que está dirigida hacia un 
gran número de antígenos virales diferentes. 
 Aunque la infección por CMV induce una fuerte respuesta inmune humoral, su 
papel en la defensa frente a la infección ha sido secundario y sólo parcialmente 
investigado. Durante los 80 y hasta finales de los 90 el uso de antígenos recombinantes 
de CMV ayudó a la identificación de anticuerpos frente a CMV en el suero de pacientes 
en diferentes contextos clínicos [207-211]. La mayoría de proteínas no estructurales 
como las proteínas tempranas inmediatas (IE1 e IE2), la proteína de unión al ADN 
pUL57 y la ADN polimerasa (UL54) se han identificado como inductores débiles de la 
respuesta humoral comparado con otros antígenos estructurales [212-214]. Por el 
contrario, la proteína accesoria de polimerasa (UL44) induce una fuerte respuesta 
inmune en la mayoría de individuos tras la infección natural [212, 213]. Entre las 
proteínas del tegumento, pp28 (UL99), pp38 (UL80a) y especialmente pp65 (UL83) y 
pp150 (UL32) han sido identificada como las más inmunogénicas [215-218]. Las 
fosfolipoproteínas pp65 y pp150 son altamente reactivas para ambos IgG y IgM tras la 
infección primaria y son reconocidas por casi el 100% de sueros de sujetos 
seropositivos para CMV. Además, los anticuerpos anti-pp150 son altamente estables y 
pueden ser detectados varios años tras el trasplante y pp65 ha sido usada para 
determinar el estado serológico y por tanto el riesgo de infección tras el trasplante [207, 
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215, 219]. Sin embargo, ninguna de estas proteínas, localizadas en la parte interna de las 
estructuras del virión o expresadas durante la infección por CMV sería capaz de inducir 
una respuesta de anticuerpos capaces de neutralizar la infección.   
 Las glicoproteínas B (UL55) y H (UL65) han sido las proteínas de la envuelta 
mejor investigadas hasta el momento por su capacidad de inducir una fuerte respuesta 
inmune de anticuerpos neutralizantes y que son detectadas en el 100% de sueros de 
individuos infectados [218, 220, 221]. Asimismo, la glicoproteína M es de particular 
interés por el hecho de ser una de las glicoproteínas más abundantes en la envuelta viral 
[222, 223]. Tradicionalmente la atención se ha centrado en los complejos gH/gO/gL 
(UL75/UL74/UL115) and gN/gM (UL73/UL100) como principales complejos de 
glicoproteínas inductoras de una respuesta de anticuerpos neutralizantes durante 
infección natural. Sin embargo, hallazgos recientes que relacionan la administración de 
inmunoglobulinas  específicas de CMV con la protección frente a la infección [178],  
han renovado el interés en el estudio de los anticuerpos neutralizantes dirigidos a 
epítopos del complejo pentamérico gH/gL/pUL128-130-131 que previenen la infección 
in vitro de células epiteliales y endoteliales pero no de fibroblastos [207, 223] y que 
parecen ser los más abundantes en el pool de anticuerpos de individuos con menor 
riesgo de infección por CMV [190, 207].  El conjunto de datos obtenidos desde estudios 
in vitro y ensayos clínicos sugieren que los anticuerpos neutralizantes frente a ciertas 
proteínas virales podrían jugar un papel fundamental en el control de la replicación y 
diseminación de la infección por CMV.  
 
4.2 Antígenos y vacunas evaluadas en ensayos   
 
 De las evidencias aportadas por los numerosos trabajos que demuestran la 
compleja interacción entre CMV y el sistema inmune, se ha propuesto que una vacuna 
capaz de inducir una respuesta inmune humoral neutralizante y celular específica  
podría ser eficaz para el control y prevención de la infección por CMV. El desarrollo de 
una vacuna para CMV ha sido propuesta como prioridad en la investigación biomédica 
por el Instituto de Medicina (IOM) [224]. Sin embargo, aunque numerosos ensayos pre-
clínicos y clínicos de fase 1 y 2 han sido desarrollados con diversos candidatos de 
vacunas, ninguna ha sido licenciada hasta el momento. Uno de los problemas 
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principales que ha obstaculizado el desarrollo de una vacuna es la falta de un modelo 
animal de infección por CMV [225] y la falta de consenso respecto al punto final de los 
ensayos clínicos [226]. A pesar de ello, múltiples estrategias de vacuna se han 
desarrollado en las pasadas cuatro décadas [227]. 
 Hasta el momento, sólo se han llevado a cabo tres ensayos clínicos de fase 2 en 
la población trasplantada. En los años 80 se realizó un estudio en 177 pacientes 
trasplantados de riñón seronegativos para CMV en el que se evaluó una vacuna  de 
CMV formulada con la cepa Towne atenuada. Esta vacuna fue efectiva en la reducción 
de la incidencia de infección en comparación con el placebo, aunque redujo la gravedad 
de la enfermedad por CMV [228]. Además, no se consiguieron altos niveles de 
anticuerpos neutralizantes de la infección por CMV en los individuos vacunados [229]. 
Posteriormente, una segunda vacuna basada en la glicoproteína B adyuvantada con 
MF59 fue evaluada en una cohorte de pacientes trasplantados de riñón e hígado, siendo 
la enfermedad de órgano por CMV la variable analizada como endpoint. En este caso, 
no hubo diferencias en la incidencia de enfermedad encontrada en el grupo vacunado o 
placebo, por lo que se analizaron las cargas virales y los anticuerpos neutralizantes de 
unión a gB para evaluar la eficacia de la vacuna. De esta forma no se detectaron 
diferencias en la incidencia de viremia entre grupos, aunque se observó que un 
incremento de anticuerpos neutralizantes dirigidos a gB se correlacionaba con una 
menor duración de viremia [230]. Por último, basándose en la idea de que los 
anticuerpos anti-gB podrían ser efectivos en neutralizar la infección viral, mientras que 
la respuesta celular inducida por la pp65 podría ser efectiva en la reducción de la 
replicación viral, se evaluó en pacientes trasplantados una tercera vacuna consistente en 
ADN plasmídico que codifica para los antígenos virales gB y pp65. Esta vacuna ha sido 
evaluada en receptores de trasplante de progenitores hematopoyéticos seropositivos para 
CMV, demostrando que los pacientes vacunados experimentaban menos episodios de 
replicación y de menor duración que los pacientes del grupo placebo en el primer año 
postrasplante [231]. Estos estudios, en los que se generaron bajos niveles de anticuerpos 
y pocas células T específicos de gB , sugerían que el efecto protector observado en los 
ensayos clínicos se asociaban principalmente a la respuesta celular inducida por el 
antígeno pp65 [231].  
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5. Uso de nuevas tecnologías para la identificación de antígenos 
  
 El número de antígenos de CMV evaluados como candidatos de vacuna en 
ensayos preclínicos y clínicos  ha sido relativamente bajo, sugiriendo que existen 
antígenos que aunque no han sido caracterizados, podrían tener la capacidad de 
estimular una respuesta celular y/o humoral. En este contexto, el uso de las tecnologías 
de genómica, transcriptómica y proteómica emergentes podrían ser útiles para 
identificar antígenos virales que tengan características deseables para el diseño de una 
vacuna.  Las técnicas basadas en el análisis de transcriptoma, pueden ser utilizadas para 
identificar genes virales que están altamente expresados durante la infección de 
diferentes tipos celulares, como han sugerido estudios recientes que emplean el RNA-
Seq para caracterizar el transcriptoma de CMV humano y murino durante la infección 
[232, 233].  
5.1 Análisis del transcriptoma 
 
 La transcriptómica estudia el conjunto de ARNs transcritos desde el genoma de 
un tipo celular en un tiempo y en unas condiciones determinadas. El conocimiento del 
transcriptoma es esencial para poder interpretar los elementos funcionales del genoma y  
entender el desarrollo de enfermedades.  De acuerdo al dogma central de la Biología 
Molecular, un gen es transcrito a ARN mensajero y posteriormente es traducido a 
proteína. Aunque el ARN mensajero ha sido tradicionalmente considerado como un 
simple mediador entre el ADN y la proteína, el desarrollo de nuevas herramientas de 
secuenciación ha demostrado que la complejidad de un organismo no es proporcional a 
un incremento del número de genes, sino al tamaño del proteoma y por consiguiente a la 
complejidad del transcriptoma. En el procesamiento del ARN mensajero para eliminar 
los intrones  en un proceso regulado denominado splicing (término inglés) para producir 
un ARN maduro, ocasionalmente un exón puede ser escindido en un proceso 
denominado splicing alternativo, dando por tanto lugar a un ARN mensajero distinto 
que dará lugar a una proteína diferente. Este proceso es considerado una de las fuentes 
más importantes de diversidad en los vertebrados [234]. En los últimos 10 años se ha 
hecho evidente que el transcriptoma tanto de células eucariotas como de algunos virus 
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es más complejo de lo supuesto previamente, y está compuesto por distintas especies de 
transcritos, incluyendo ARN mensajero, ARN no codificante y pequeños ARNs.  
 
 A diferencia del genoma, el transcriptoma es diferente entre distintos tipos 
celulares en un mismo organismo, es muy dinámico y puede estar sujeto a cambios 
rápidos en respuesta a diferentes estímulos (estrés, fase del ciclo celular, infección, o 
presencia de diferentes drogas). El conocimiento de los perfiles transcripcionales tanto 
de células como de microorganismos es esencial para el entendimiento de cómo ocurre 
una infección, su desarrollo y  la patogénesis producida.  
5.2  Secuenciación masiva de nueva generación y RNAseq.  
 
 El desarrollo de la secuenciación masiva de nueva generación (NGS, del inglés 
next generation sequencing) ha permitido una secuenciación de alto rendimiento y 
mayor resolución que las técnicas anteriores sin la necesidad de clonar y con 
independencia de las secuencias disponibles en las bases de datos. La tecnología NGS 
incluye un número de métodos que se agrupan según la preparación de la muestra y la 
plataforma de secuenciación, con una gran variedad de aplicaciones, entre ellas la 
caracterización de los transcriptomas celulares, de microorganismos y tejidos. El ensayo 
de RNA-Seq es el primer método basado en secuenciación que permite analizar el 
transcriptoma completo con alto rendimiento y de forma cuantitativa. Es posible 
determinar la cantidad absoluta de cada una de las moléculas de ARN en una población 
celular, y hacer comparaciones directas entre experimentos. Además, permite la 
detección de nuevas isoformas, fusiones de genes, mutaciones puntuales y otros 
aspectos sin necesidad de conocer previamente los genes estudiados. A diferencia del 
microarray esta técnica tiene muy poco ruido de fondo y no presenta límite superior de 
cuantificación. Consecuentemente tiene un amplio rango dinámico para detectar los 
transcritos. Además es una técnica muy reproducible dando lugar a resultados poco 
variables cuando se comparan tanto réplicas técnicas como biológicas. 
 
 La población de ARN (total o fraccionado como poli(A)+) es convertido a una 
librería de fragmentos de ADNc con adaptadores universales unidos a uno o ambos 
extremos [235] (Figura 5). Tras la amplificación de los fragmentos de ADNc 
procedentes de la muestra problema, se llevará a cabo la secuenciación de las mismas 
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utilizando procesos específicos de la plataforma que está siendo usada [236]. De esta 
forma se obtendrán lecturas típicamente de entre 30-400 pb dependiendo de la 
tecnología utilizada, que serán utilizadas para posteriores análisis. Las lecturas 
resultantes son alineadas a un genoma de referencia o son ensambladas de novo para 
construir un mapa de transcripción. De esta forma se podrá revelar la localización 
precisa de cambios de un solo nucleótido, la conexión entre exones e incluso identificar 
nuevos transcriptos no identificados [237]. Pero además de la identificación de nuevos 
transcritos, uno de los objetivos de la tecnología RNA-Seq es cuantificar el nivel de 
expresión de cada uno de los transcritos detectados y comparar el perfil de expresión 
génica entre diferentes muestras [238].   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Secuenciación masiva de ADNc (RNA-Seq) por la tecnología Roche 454. 
(Adaptado de Sedano et al. 2012). Secuenciación basada en el principio de PCR en emulsión y    
piro-secuenciación  
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5.3 Análisis del transcriptoma  de CMV   
 Desde la primera publicación del genoma de CMV en 1990 [8, 12], numerosos 
estudios han tratado de identificar la totalidad de genes virales mediante aproximaciones 
bioinformáticas o proteómicas, utilizando las secuencias de ORFs anotadas en otros 
microorganismos o por similitud con otras proteínas conocidas para completar la 
información existente de las ORFs de CMV. De esta forma, se identificaron unas 150 
ORFs para la cepa AD169 de CMV [7, 8]. Sin embargo, debido a las limitaciones de los 
modelos celulares de infección para CMV, el crecimiento lento de CMV en células en 
cultivo y la falta de métodos efectivos para generar virus mutante a causa del gran 
tamaño del genoma todavía se desconoce la funcionalidad de aproximadamente la mitad 
de estas ORFs. El uso de las nuevas tecnologías de base molecular ha permitido ir 
avanzando en el conocimiento del genoma y el transcriptoma de CMV. 
La clonación del genoma de CMV en un bácmido en el año 1999 facilitó la 
manipulación genética del virus [239], y posteriormente se han generado librerías de 
mutantes por mutagénesis dirigida o aleatoria para estudiar la funcionalidad de las 
ORFs. En un estudio realizado en fibroblastos se demostró que 41 de los ORFs eran 
funcionalmente esenciales, 88 no esenciales y 27 estaban implicados en el crecimiento 
viral [11]. 
 Por otra parte, varios estudios han tratado de analizar el perfil de expresión de 
los genes de CMV. A través de plataformas de microarray se identificaron un total de 
151 ORFs para la cepa AD169 de CMV [5]. Esta técnica fue también utilizada por 
Towler et al. para monitorizar la actividad del transcriptoma de la cepa Merlin de CMV 
a las 12, 14, 48 y 72 horas pos-infección en fibroblastos, en células epiteliales 
pigmentadas de retina y en astrocitos. Identificaron una gran variedad de genes 
diferencialmente regulados entre las tres etapas de infección (inmediata, temprana y 
tardía) dependiendo de tipo celular, sugiriendo que las diferencias entre los factores 
celulares expresados podrían ser responsables de la modulación de la expresión de 
genes virales [240]. Sin embargo, es posible que este análisis por microarray no 
abarcara el perfil total de expresión ya que para el diseño del experimento sólo se 
utilizan sondas generadas previamente en base a las ORFs publicadas, por lo que 
aquellos genes que no están incluidos no serán cuantificados. 
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 Utilizando librerías de ADNc se ha analizado el transcriptoma durante las 
diferentes fases de replicación de CMV en fibroblastos, demostrando que el 45% de los 
clones provenían de regiones genómicas que habían sido identificadas como no 
codificantes, y el 55% de los clones de ADNc fueron antisentidos a ORFs conocidas o 
predichas [241, 242]. Además de que este tipo de transcrito podría servir como nuevas 
dianas para el desarrollo de estrategias de intervención y tratamientos, estos resultados 
sugieren que los mapas genómicos disponibles actualmente basados en ORFs podrían 
estar subestimando la verdadera complejidad de los productos de los genes de CMV.  
Más recientemente, se ha utilizado RNA-Seq para analizar el transcriptoma de la cepa 
Merlin de CMV en fibroblastos infectados (72 horas posinfección) demostrando una 
alta complejidad en el patrón transcripcional de CMV identificando un gran número de 
regiones codificantes de proteínas, un gran número de eventos de splicing, solapamiento 
de transcritos, y la presencia de ARN no codificante y antisentido [232].  
El conjunto de resultados expuestos, sugieren que varios aspectos deben tenerse en 
cuenta en el estudio del transcriptoma de CMV: a) las diferencias en la expresión génica 
de CMV en función del tipo celular infectado; b) a pesar de contener un genoma con 
alto número de ORFs, contiene relativamente pocas señales de poliadenilación 
requeridas para la terminación de la transcripción de los ARN mensajeros. Esto conlleva 
la producción de largos RNAs de elevada complejidad y con solapamientos de ORFs  
[243] y una gran cantidad de eventos de splicing.[244, 245].  
 A pesar del número de resultados disponibles, el conocimiento del transcriptoma 
de CMV es aún parcial debido a las limitaciones de los ensayos y las condiciones 
utilizadas, así como a la complejidad propia que presenta el transcriptoma de CMV. 
Todo ello sugiere que el mapa genómico actualmente disponible de CMV podría no ser 
completo, además de ser necesaria el conocimiento del transcriptoma del virus y de la 
célula durante la infección de la célula hospedadora. 
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 A pesar de que la infección por CMV es generalmente asintomática en 
individuos inmunocompetentes, continúa siendo una de las principales causas de 
morbilidad y mortalidad tras el trasplante de órgano sólido. En los últimos años se han 
realizado numerosos avances en las estrategias de administración de tratamiento, así 
como en los agentes antivirales utilizados para prevenir la ocurrencia de enfermedad por 
CMV. Los receptores de trasplante de órgano sólido seronegativos para CMV que 
reciben un órgano de un donante seropositivo, son considerados de alto riesgo de 
desarrollar infección por CMV. Las guías de práctica clínica recomiendan la 
administración de profilaxis universal en estos pacientes para prevenir la infección por 
CMV. Sin embargo, la terapia anticipada en la que el tratamiento es administrado 
únicamente cuando se desarrolla infección por CMV presenta numerosas ventajas. En 
un estudio previo realizado por nuestro grupo demostramos que la terapia anticipada en 
receptores de alto riesgo era segura y promovía la adquisición de una respuesta de 
células T específica de CMV que se asoció con un efecto terapéutico frente a la 
infección. Los pacientes con inmunidad específica desarrollaron episodios de 
replicación con cargas virales menores tras la inmunidad que fueron controladas sin 
necesidad de tratamiento antiviral. Aunque encontramos una relación clara entre la 
adquisición de la respuesta inmune celular específica de CMV, sería necesario analizar 
el papel de otros brazos de la respuesta inmune específica que podrían estar influyendo 
en este efecto protector, así como establecer puntos de corte para poder aplicarlo a la 
práctica clínica.  
 Existen pocos estudios sobre la cinética de adquisición de la respuesta humoral 
específica frente a CMV en pacientes de trasplante de órgano sólido así como la 
relación de dicha respuesta con el control de la infección y enfermedad por CMV. La 
función fisiológica de los anticuerpos durante la infección natural por CMV no está 
claramente definida. No se ha descrito una correlación clara entre niveles elevados de 
anticuerpos séricos específicos frente a CMV y la ausencia de infección por CMV. Por 
otra parte, la respuesta mediada por anticuerpos neutralizantes ha sido principalmente 
estudiada en el contexto de infección congénita. Además, la mayoría de estudios 
realizados se han llevado a cabo en modelos de fibroblastos. Sin embargo, durante la 
infección in vivo la primera barrera de infección por CMV son las células epiteliales y 
endoteliales, por lo que es importante estudiar la capacidad de los anticuerpos 
neutralizantes de bloquear la infección en estos tipos celulares. Además, es necesario 
llevar a cabo la caracterización de la cinética de adquisición de anticuerpos 
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neutralizantes en pacientes de alto riesgo de infección y su relación con la respuesta 
celular específica y el control de la infección y enfermedad por CMV. 
 Por su parte, el desarrollo de una vacuna preventiva frente a la infección por 
CMV ha ganado fuerza en los últimos años desde que fue propuesto como prioridad por 
el Instituto de Medicina americano (IOM). Se han realizado distintos diseños de 
vacunación utilizando virus atenuados, DNA o proteínas recombinantes, pero hasta el 
momento ninguna de estas formulaciones han sido licenciadas para su uso en humanos. 
Es por ello que el conocimiento de los antígenos virales, su expresión, y su papel 
durante la infección serían buenas aproximaciones al desarrollo de una vacuna efectiva.  
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Hipótesis 
 
Las hipótesis de este estudio son: 
a) El tratamiento anticipado, facilitado el contacto entre el virus y el hospedador y 
permite el desarrollo de una respuesta inmune específica de CMV en receptores TOS de 
alto riesgo.  
b) Además de la adquisición de una respuesta inmune específica de células T frente a 
CMV para el control de la infección por CMV, es importante el papel de otros 
componentes de la inmunidad como los anticuerpos neutralizantes específicos de CMV. 
c) El control de la replicación por CMV tras el trasplante se relaciona con el aumento de 
células T específicas frente a CMV y de anticuerpos neutralizantes.  
d) Las cinéticas de adquisición de anticuerpos neutralizantes específicos de CMV 
capaces de bloquear la infección de células fibroblastos y epitelio podría ser diferentes. 
e) No está claro el efecto protector frente al desarrollo de enfermedad por CMV y si es 
el mismo de los anticuerpos neutralizantes específicos de CMV capaces de bloquear la 
infección de células fibroblastos y epitelio.  
f) Una vacuna eficaz sería aquella capaz de inducir una respuesta inmune específica de 
células T y de anticuerpos neutralizantes, similar a lo que ocurre tras la infección por 
CMV in vivo en los pacientes trasplantados 
  
Objetivos 
 
2.1 Objetivo general 
 
El objetivo general del presente estudio es caracterizar la respuesta inmune celular y 
humoral específica de CMV tras el trasplante y su relación con la protección frente a la 
infección en pacientes que reciben un trasplante de órgano sólido de alto riesgo para la 
infección por CMV (R-/D+) y determinar si la respuesta protectora puede ser utilizada 
para el diseño de una vacuna.  
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2.2 Objetivos específicos 
a) Caracterización de la cinética de la respuesta humoral específica frente a CMV tras el 
trasplante en receptores de TOS de alto riesgo para la infección por CMV.  
b) Relacionar la respuesta humoral y la respuesta de células T específicas de CMV y su 
relación con la replicación viral tras el trasplante y la progresión clínica de los pacientes 
tales como protección de la enfermedad por CMV, la mortalidad relacionada con el 
trasplante y la supervivencia.  
c) Determinar si los títulos de anticuerpos neutralizantes frente a CMV capaces de 
bloquear la infección de células epiteliales y fibroblastos tienen alguna relación con el 
control de la replicación viral y el desarrollo de enfermedad tras el trasplante.  
d) Determinar si la seroconversión tras el trasplante de los receptores R- y los niveles de 
IgG específicos de CMV tienen alguna relación con el control de la replicación viral y 
el desarrollo de enfermedad.  
e) Determinar umbrales de la respuesta humoral y de la respuesta de células T 
específicas de CMV de protección frente a la infección. 
f) Analizar la respuesta inmune específica de CMV protectora frente a la infección. 
g) Identificar proteínas virales capaces de inducir una respuesta inmune protectora para 
el diseño de una vacuna. 
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Abstract 
Objectives. Although a CMV-specific T-cell response is associated with reduced risk 
for infection after transplantation, some patients still develop CMV-disease. Thus, the 
characterization of additional parameters of the CMV-specific immune response that 
correlate with the control of CMV-infection and disease and their use in defining 
thresholds that can be applied to clinical practice is of interest. Methods. In a cohort of 
high-risk solid organ transplant recipients we characterized CMV-specific T-cell 
responses using intracellular cytokine staining upon stimulation with pp65 and IE-1 
peptides, and levels of CMV-specific antibodies neutralizing infection in fibroblast 
(MRC-5) and  epithelial (ARPE-19) cells using microneutralization assays. 
Results. Although patients with a positive (≥0.25%CD8+CD69+IFN-γ+) T-cell response 
were 6.4 fold more protected (OR 6.4, 95% CI 1.6-25.3; p<0.001) from CMV-infection 
than patients without a response, 2 (4.2%) patients developed disease. We defined a 
cutoff titer for epithelial cell neutralizing antibodies of ≥480 that correlated with disease 
protection. Thus, patients with a CMV-specific T-cell response and titers ≥480 were 
14.2 fold more protected from CMV-infection (OR 14.2, 95% CI 5-40.2; p<0.001) and 
had no episodes of CMV-disease. 
Conclusions. Our results indicate that antibodies neutralizing epithelial cell infection 
may have an important role in long-term protection. Quantification of antibodies 
neutralizing epithelial cells, in addition to the T-cell response, may be useful for 
identifying patients with lower risk for CMV-disease 
Key words: Cytomegalovirus; Antibodies Neutralizing Epithelial Cell Infection; Solid 
organ transplant patients; Immune monitoring; Preemptive therapy. 
 
 
 
 
 
Resultados 
 
51  
 
Introduction 
Cytomegalovirus (CMV) infection continues to be a major cause of direct and indirect 
complications after solid organ transplantation (SOT)[1]. Although the potential utility 
of monitoring the CMV-specific T-cell response has been investigated in various 
posttransplant scenarios, defining cut-off values for immune parameters that can be used 
to determine risk of infection is of interest. Unfortunatley however, these studies are 
scarce [2, 3]. In addition, the role played by other components of the immune response 
is still unclear [4-7]. For instance, CMV-specific IgG levels are used to establish the 
recipient’s risk for developing CMV infection after transplantation however, the 
relationship between IgG levels and post- transplantation risk for infection has not been 
characterized. Additionally, most data regarding the ability of neutralizing antibodies to 
control CMV infection come from studies describing congenital infection [6]. In the 
transplant setting, little is known about the role and kinetics of neutralizing antibodies 
after primary infection. A meta-analysis analyzing 698 solid organ transplant recipients 
(SOTR), demonstrated that hyperimmunoglobulin administration improved total 
survival, and reduced CMV disease and CMV-associated deaths [8]. CMV neutralizing 
antibodies have mostly been evaluated in the context of in vitro models using human 
derived fibroblasts. However, epithelial and endothelial cells are the first physiologic 
barrier encountered by CMV during natural infection, and thus results from fibroblast 
based assays may fail to identify the whole spectrum of neutralizing activity[9]. 
Different studies suggest that the use of fibroblast models does not fully describe the 
CMV specific antibody response, and that it would be necessary to assess epithelial cell 
specific neutralizing activity and its relationship with clinical outcomes [10-12]. In fact, 
Gerna et al. reported a more than 128-fold higher neutralizing activity against CMV in  
epithelial cells compared to fibroblasts in a study that included 18 pregnant women with 
primary CMV infection and 5 SOTR [12]. CMV infection in SOTR at high risk for 
CMV infection, (seronegative recipients receiving a graft from a seropositive donor 
(D+/R-), is an ideal context for characterizing the CMV-specific immune response for a 
number of reasons. First, patients have had no previous CMV infection and 
approximately 50% of them develop primary infection after discontinuing prophylaxis 
[13]. Thus, the CMV-specific immune response can be characterized de novo. 
Additionally, SOT recipients at high risk that receive pre-emptive treatment for CMV 
Resultados 
 
52  
 
infection have been shown to control infection after acquiring a T-cell immune response 
[2, 7, 14-16]. 
Based on these premises, the aim of this study was to define parameters of the CMV 
specific immune response, both humoral and cellular, that correlate with the control of 
CMV-infection and disease by characterizing the kinetics of the immune response and 
its relationship with CMV infection in a cohort of SOTR at high risk (D+/R-) for CMV 
infection. 
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Methods 
Patient follow-up. We conducted an observational prospective cohort study at the 
University Hospital Virgen del Rocío in Spain. Adult D+/R− SOTR giving written 
informed consent were included in the study from April 2007 to December 2014. 
Patients were excluded if they died within the first 14 days after transplantation or if 
they received thymoglobulin as induction therapy. Blood samples were collected 
weekly for the first 3 months after transplantation, every other week from month 3 to 6, 
and monthly thereafter until one year of follow-up was completed. The study was 
approved by the local Ethics Committee for Clinical Research and the study was 
conducted in accordance with the Declaration of Helsinki and the Guidelines for Good 
Clinical Practice. 
Definitions. CMV infection and disease were defined according to the 
GESITRASEIMC/ REIPI recommendations based on the definitions published by 
Ljungman et al. and The International Consensus Guidelines [17-19]. As previously 
described [2], patients received preemptive regimens, that consisted of oral 
valganciclovir (900 mg/12 hr) according to current institutional guidelines, when a 
positive real-time PCR test (above the limit of detection of the PCR assay) was 
detected, before the detection of a CMV-specific T-cell response, and was continued for 
at least 2 weeks or until CMV viral loads were  undetectable below the limit of 
detection. A replication episode was considered the period of time with detectable 
viremia (above the limit of detection). Once a CMV-specific T-cell response was 
detected, further episodes of CMV replication were not treated and patients were 
monitored [2]. However, if a significant increase in viral load was detected (doubling 
time of 1 day) patients were treated to avoid uncontrolled viral rebounds. All patients 
received an immunosuppressive regimen according to the hospital transplant protocol 
(see Supplementary material). 
Viral load detection. CMV viral loads were determined in plasma using the Affigene 
CMV trender assay (Sangtec Molecular Diagnostics AB, Bromma, Sweden) from April 
2007 to October 2008, using the Quant CMV LightCycler 2.0 real-time PCR system 
(Roche Applied Science) from October 2008 to April 2012 and using the Cobas 
Ampliprep/Cobas Taqman CMV (Roche Applied Science) from April 2012 to 
December 2014. Results were standardized to international units per millilitre (IU/ml) 
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using the WHO International Standard for Human CMV for Nucleic Acid Amplification 
Technique (National Institute for Biological Standards and Controls, NIBSC 09/162). 
The replication episode was considered as the period between the day of the first 
positive PCR result and the day of the first negative result.  
Cells and viruses. MRC-5 human fetal lung fibroblasts (ATCC CCL-171) and Human 
ARPE-19 retinal pigment epithelial cells (ATCC CRL-2302) were cultured in high 
glucose Dulbecco’s modified Eagle medium-DMEM- (Gibco-BRL) supplemented with 
10% fetal calf serum (HyClone Laboratories), 10,000 IU/L penicillin, 10 mg/L 
streptomycin (Gibco-BRL). CMV strain AD169 (ATCC VR-538) was propagated in 
MRC-5 cells and CMV strain BADrUL131-Y4 (kindly provided by Dr. T. Shenk 
Princeton University, USA), was propagated in ARPE-19 cells [20]. Viral titers were 
determined by limiting dilution in 96-well plates using MRC-5 cells. 
Determination of neutralizing antibody titers. Neutralizing antibody titers were 
determined by microneutralization assay as previously published, with minor 
modifications [21] (see Supplementary material). We defined the neutralizing antibody 
titer as the serum titer that reduced virus infectivity by 50% or more compared with the 
infected control using the following equation: [(average OD of VC cells)-(average OD 
of CC cells)]/2. Experiments were performed in duplicate and for each patient, 
neutralizing antibody titers were determined at baseline, five weeks after each 
replication episode and at the end of follow-up. 
Quantification of the CMV-specific T-cell response. The CMV-specific T-cell 
response was quantified as previously described [2] (see Supplementary material). 
Cytomegalovirus IgG Quantification. Total CMV-specific IgG was quantified using 
Elecsys 2010 (Roche) and samples were considered positive when higher than 1 IU/ml.  
Statistical analysis. For analyzing categorical variables the Chi-square test or Fisher 
Exact tests were used, and the Mann–Whitney test was used for continuous variables. 
CD69 expression and cytokine secretion were compared in both CD4+ and CD8+ T cells 
between the different time points by the Wilcoxon rank sum test and Mann–Whitney U 
test. To determine a cut-off value of neutralizing antibodies and IgG levels that 
correlates with protection from CMV infection, receiver operating characteristic (ROC) 
plots were performed. Sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV) and 
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negative predictive value (NPV) were obtained with the G-Stat software package 
(version 2.0). The correlation between the acquisition of a CMV-specific immune 
response and the decrease in the incidence of CMV viral load was compared by the 
Pearson correlation test. Logistical regression models were performed to control for the 
effect of the specific T-cell response and neutralizing antibodies response in protection 
against CMV. Differences were considered statistically significant for P-values less than 
0.05. All statistical analyses were performed using SPSS version 15.0 software (SPSS, 
Chicago, IL). 
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Results 
 
Study population. A total of 54 D+/R- patients fulfilled study requirements and 47 (25 
kidney, 19 liver, 1 heart, 1 liver-kidney and 1 face-composite) completed follow-up for 
analysis. The clinical characteristics of the patients are shown in Table 1. 
 
CMV infection. Forty-four (93.6%) patients developed a total of 115 CMV replication 
episodes with a median of 3 episodes per patient (IQR 2-3). The 44 (38.3%) episodes of 
primary infection occurred at a median of 4 weeks (IQR 3-6) after transplantation and 
had a median duration of 28 days (IQR 22-47) with a median peak viral load of 7,077 
IU/ml (IQR 2,061-23,332). The other 71 (61.7%) replication episodes were recurrent 
episodes of infection occurring at a median of 18 weeks (IQR 14-26), with significantly 
lower duration (23 days; IQR 11-35, p= 0.014) and peak viral load (2850 IU/ml; IQR 
1,193-7,206; p=0.007; Table 2). 
 
The CMV-specific T-cell immune response. Forty-two (89.3%) patients developed a 
CMV-specific T-cell response at a median of 15 weeks (IQR 13-18), with a median of 
1.01% CD8+CD69+ T-cells producing INF-γ (IQR 0.4-1.6; Figure 1A) and 0.3% 
CD4+CD69+ T-cells producing INF−γ (IQR, 0.19-0.7; Figure 1B). Five (10.7%) patients 
did not develop a CMV-specific T-cell response despite the fact that four of them 
developed at least one CMV replication episode during the follow-up period (Figure 
2A), with peak viral loads that ranged from 1,347-13,923 IU/ml (median of 10,733 
UI/ml), a duration of viremia of 21.5 days (IQR 17-27.5 days), that needed a median of 
28.5 days of treatment (IQR 22-43.5 days). 
 
Titers of antibodies neutralizing CMV infection of MRC-5 fibroblasts and ARPE- 
19 epithelial cells. During the follow-up period a moderate increase in titers of 
antibodies neutralizing fibroblast infection, that did not depend on the number of 
replication episodes, was detected, reaching a median titer of 40 (IQR, 5-160) at the end 
of follow-up (Figure 3). In contrast, we found a significant increase in antibodies 
neutralizing epithelial cell infection that was dependent on the number of CMV 
replication episodes, reaching a median titer of 2560 (IQR, 160-2560, Figure 3) at the 
end of follow-up. 
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Determination of a CMV-specific neutralizing antibody cut-off. We performed ROC 
curve analysis to characterize the relationship between having epithelial cell and 
fibroblast neutralizing antibody titers and protection from CMV infection, and to define 
neutralizing antibody cut-offs that correlate with protection. We found no correlation 
between having fibroblast neutralizing antibodies and the incidence of infection (see 
Supplementary Figure 1A). However, the presence of epithelial cell neutralizing 
antibody titers was predictive of protection against CMV infection. The diagnostic 
accuracy of epithelial cell neutralizing titers was 85.6% (CI 80-91.2; Figure 4A) by 
determining the area under the ROC curve. An epithelial cell neutralizing antibody titer 
of 480 had a positive predictive value of 80.5%, a sensitivity of 70.1%, a specificity of 
88.2% and a negative predictive value of 80.9%; (Figure 4B). In our cohort, 35 (74.5%) 
patients reached an epithelial cell neutralizing antibody titer of 480 at a median of 31 
weeks (IQR 20-47; Figure 2B). The other twelve (25.5%) patients did not reach an 
epithelial cell neutralizing antibody titer of 480 despite the fact that 9 of them developed 
a total of 24 replication episodes with a median peak viral load of 4459 IU/ml (IQR 
2184-11461 UI/ml) and a median duration of 26 days (IQR 13-31 days). Twenty-one 
(87.5 %) of these episodes needed a median of 22 days (IQR 6-49.2 days) of treatment. 
 
Correlation between CMV-specific immune response and CMV infection. We next 
compared the incidence of CMV replication and the acquisition of a CMV-specific 
immune response, using the following cut-offs: for T-cell immunity (0.25% of 
CD8+CD69+ T cells producing IFN-γ, established previously) and for epithelial cell 
neutralizing titer (≥480, established here). Overall, a significant correlation was found 
between the acquisition of a T-cell immune response and the acquisition of epithelial 
cell neutralizing antibodies with titers >480 (linear regression r2 0.477, Pearson 
correlation 0.691.; p<0.001; Figure 5). Of the 33 (70.2%) patients who had developed 
positive T-cell immunity and an epithelial cell neutralizing titer ≥480, 29 (87.9%) of 
them had developed a T-cell response first compared with 4 (12.1%) patients that 
developed an epithelial cell neutralizing antibody titer of 480 first. In the individual 
analysis of the immune response, we found a delay of a median of 16 weeks (range 1- 
40) between the acquisition of both types of immune responses. In 60.1% of patients, a 
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median of 24 weeks separated the acquisition of one type of immune response and the 
acquisition of the second. 
 
We found that the decline in incidence of episodes of CMV replication inversely 
correlated with the acquisition of the CMV-specific T-cell immune response (linear 
regression r2 0.743, Pearson correlation -0.862; p<0.001) and especially with the 
acquisition of epithelial cell neutralizing antibodies (linear regression r2 0.951, Pearson 
correlation -0.975; P<0.001; Figure 5). Patients with a positive T-cell response were 6.4 
fold more protected from developing CMV infection (OR 6.4, 95% CI 1.6-25.3; 
p<0.001) and patients with epithelial cell neutralizing antibodies >480 were 14.2 fold 
more protected from developing CMV infection (OR 14.2, 95% CI 5-40.2; p<0.001), 
than patients without a response. 
 
Twelve (28.5%) patients did not develop further episodes of replication after acquiring a 
T-cell response. However, the other 28 (66.6%) patients experienced 42 replication 
episodes in the post-immunity period, although with significantly lower peak viral loads 
(median peak viral load 2,318 IU/ml, IQR 1,129-5,481) compared with the episodes 
occurring before T-cell immunity (p =0.01, Table 2). Twenty-one (50%) of these 
episodes, with a median initial viral load of 881 UI/ml (IQR 534-1319 UI/ml) and a 
median peak viral load of 1,174 IU/ml (IQR 810-2,149), cleared without administration 
of treatment within a median of 15 days (IQR 7-26.5 days). The other 21 (50%) 
episodes needed a median of 28 days (IQR 17-47) of treatment and had significantly 
higher peak viral loads (median 4,141 IU/ml, IQR 2,563-12,105) compared with those 
that spontaneously cleared (p<0.001; Figure 2A). 
Of the 35 patients that reached an epithelial cell neutralizing titer of 480, 27 (77.1%) 
had no further replication episodes. The other 8 (22.9%) patients developed a total of 12 
recurrent replication episodes, of which only 6 needed antiviral treatment (Figure 2B). 
The median peak viral load in patients with neutralizing antibodies titers ≥480 was 
significantly lower (1,129 IU/ml [IQR 533-2,354.1] vs. 4,176 IU/ml [IQR 1,575.9- 
16,198]; p=0.001) and needed fewer days of treatment (22 days [IQR 20-32] vs. 38 days 
[IQR 23-53]; p=0.05) compared with replication episodes that occurred in patients with 
neutralizing antibodies <480 (Table 2). 
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Correlation between CMV-specific IgG levels and CMV infection. Forty-four 
(93.6%) patients seroconverted early after transplantation at a median of 7 weeks (IQR 
2-30.5) while the other 3 patients did not seroconvert during follow-up (Figure 2C). The 
increase in IgG levels did not correlate with the number of replication episodes (see 
Supplementary Figure 2). In addition, due to the variability in IgG levels, (range: 0.25 
to 500 IU/ml) it was not possible to establish a cut-off value for protection from CMV 
infection (Figure 6). 
 
Incidence of CMV disease. Four (8.5%) patients were diagnosed with CMV disease, at 
a median of 101 days (IQR 53-214 days) after transplantation with viral loads ranging 
from 1,556 to 118,728 IU/ml. At the onset of symptoms, none of the patients had 
epithelial cell neutralizing antibody titers >480 although, two (4.2%) of them had 
acquired T-cell immunity (Table 3). The patient diagnosed with typhlitis after acquiring 
a T-cell immune response did not complete the follow-up protocol. All four patients had 
positive outcomes. 
 
Patient outcomes. Eleven (23.4%) patients had 12 episodes of acute rejection. Eleven 
(91.6%) of the episodes occurred in the period with neutralizing antibody titers<480 and 
10 (83.3%) in the period without T-cell immunity (Table 2). One patient had a 
concomitant episode of CMV infection while the other 10 patients had later replication 
episodes a median of 14 days (IQR 7-42). None of the 3 deaths were related to CMV 
infection (1 biliary septic shock, 1 liver failure and 1 intestinal ischemia). 
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Discussion 
 
We analyzed the kinetics of acquisition of both humoral and cellular responses and their 
correlation with control of CMV infection in a cohort of SOTR at high risk (D+/R-) that 
received preemptive treatment for CMV infection. Although numerous studies have 
demonstrated the utility of assessing the CMV-specific T-cell immune response after 
transplantation to predict the risk of viral infection and late-onset disease in the 
posttransplant setting [3, 15, 22], other studies found no association between a T-cell 
response against pp65 or IE1 antigens and the prediction of CMV disease or viremia 
[23, 24]. In addition, no thresholds have been defined to apply these results in clinical 
practice. We previously demonstrated that preemptive therapy, in addition to allowing a 
reduction in treatment, was safe and effective for treating episodes of CMV infection 
after transplantation and for preventing CMV disease in SOT patients at high risk [2, 4]. 
Data presented here, from a larger cohort, confirm that preemptive treatment of CMV 
infection in patients at high risk promotes the acquisition of a CMV-specific T-cell 
response that correlated with protection from infection. However, there is still a 
minority of patients with an acquired CMV-specific T-cell response at risk for 
developing late-onset CMV disease, similarly to previously published results by Kumar 
et al. [3] ranging from 4-10%. These data suggest that either a higher cut-off may be 
necessary for defining a positive CMV-specific T-cell response to assure that it reliably 
predicts protection against CMV disease, or that alternate immune markers from other 
arms of the adaptative immune response (such as the level of neutralizing antibodies) 
should be considered. 
 
We investigated the kinetics of CMV-specific IgG, and as previously reported we found 
a heterogenous pattern of seroconversion in terms of CMV-specific IgG levels after 
transplantation [25], raising doubts about the clinical utility of this variable as an 
indicator of protection from CMV infection after transplantation. We also investigated 
the kinetic of CMV-specific neutralizing antibodies and one important novelty of the 
present study is that D+/R- SOT recipients at high risk for CMV infection develop de 
novo a wide range of neutralizing antibodies with differential activity in epithelial cells. 
Levels of epithelial cell neutralizing antibodies increased significantly after each 
replication episode and we were able to define a cut-off value of epithelial cell 
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neutralizing antibodies of ≥ 480 that correlates with decreased CMV infection, fewer 
days of treatment, and complete protection from CMV disease in patients with a CMV-
specific T-cell response. This result suggests that antibodies neutralizing epithelial cell 
infection may have an important role in long-term protection. Our results also suggested 
that antibodies neutralizing fibroblasts had no clinical utility as indicators of protection 
from CMV infection after transplantation. To our knowledge, this is the first study 
showing a correlation between antibodies neutralizing epithelial cell infection and 
control of CMV infection in SOT patients at high risk for CMV infection. In 
immunocompetent individuals, antibodies targeting different epitopes of the pentameric 
complex gH/gL/pUL128-131a, required for infection of epithelial but not fibroblast 
cells [20, 26-28], were shown to control infection [29]. In addition, Gernini et al. 
observed an association between high levels of antibodies blocking in vitro CMV 
epithelial cell infection and a reduced risk of CMV congenital infection, suggesting that 
the CMV pentamer complex is a major target of antibody-mediated maternal immunity 
[10]. This study has some limitations. Due to the number of patients included, this 
should be considered as a pilot study that provides evidence that may be used to justify 
additional, 
larger studies. In addition, since all patients in the study received preemptive treatment  
for CMV infection, the conclusions of this study may not be applicable to patients 
receiving other treatment regimens. In conclusion, although several studies have 
demonstrated that the CMV-specific T-cell response is associated with spontaneous 
clearance of CMV viremia, a small percentage of patients with a T-cell response are still 
at risk of developing late-onset CMV disease.  
Our results indicate that quantification of epithelial cell neutralizing antibody titers, in 
addition to positive a T-cell response, may be useful as a marker to discriminate 
between patients who require close monitoring versus patients with lower risk for CMV 
disease. The combination of virologic and immunological monitoring of patients may 
also allow for more efficient administration of preemptive treatment in patients at high 
risk for CMV infection. However, larger prospective studies are needed to generate 
more evidences in this area. 
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Table 1. Patient’s clinical characteristics. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Parameter Patients, n=47 
Age, median (range), years 
Sex, male, n (%) 
Solid organ transplant, n (%) 
   Kidney 
   Liver 
   Heart 
   Kidney-Liver 
   Face-composite 
48 (20-67) 
31 (66) 
 
25 (53.2) 
19 (40.4) 
1  
1 
1  
Immunosuppressive regimen 
Induction therapy, n (%) 
   None 
   Basilixumab 
   Daclizumab 
Maintenance therapy, n (%) 
   Tac/Pred/MMF 
   CsA/Pred/MMF 
   Pred/Tac 
 
 
 
30 (63.8) 
13 (27.7) 
4 (8.5) 
 
34 (72.3) 
9 (19.1) 
4 (8.5) 
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Table 2. CMV replication episodes and patient outcomes.  
 
 
  AbNEI<480 AbNEI<480 p-value Pre T-cell 
immunity 
Post T-cell 
immunity 
p-value Total 
N episodes (%) 103 (89.6) 12 (10.4) <0.001 73 (63.5) 42 (36.5) 0.004 115 
N episodes per patient, median (IQR) 2 (2-3) 0 <0.001 2 (1-2) 1 (0-2) 0.012 3 (2-3) 
Primary infection, episodes (%) 44 (100) 0 - 43 (97.7) 1 (2.3) <0.001 44 
Recurrent infection, episodes (%) 59 (83.1) 12 (16.9) <0.001 30 (42.3) 41 (57.7) 0.239 71 
Duration of viremia, median days (IQR) 27 (16-36) 17 (7-27) 0.109 28 (17-39) 23 (10-35) 0.095 26 (15-35) 
Peak viral load, median UI/ml (IQR) 4,176 1,129 0.001 5,293 2318 0.01 3,753 
(1,575-16,198) (533-2,354)  (1,820-16,983)  (1,129-5,481) (1,429-13,923) 
Duration treatment, median days (IQR) 38 (23-53) 22 (20-32) 0.05 39 (23-53) 28 (16-47) 0.133 28 (6-47) 
N episodes of acute rejection 11 (91.6) 1 (8.4) 0.007 10 ( 83.3) 2 (16.7) 0.035 12 
Death 2 (66.6) 1(33.4) 0.564 2 (66.6) 1(33.4) 0.564 3 
Resultados 
 
  
Table 3. Clinical, immunological, virological characteristics and outcomes of cases of CMV disease. 
 
CMV disease Organ  Time from 
transplantation 
(days) 
VL 
(IU/ml) 
Clearance of 
viremia after 
treatment 
(days) 
T-cell 
immunity 
%CD8+CD69+ 
IFNg+ 
AbNEI IgG 
(IU/ml) 
Outcome 
Typhlitis Kidney 252 12,179 23 Positive   0.3% 320 0.95 Cured 
Gastritis Liver 38 2,601 24 Negative <0.25% 80 5.64 Cured 
Viral 
Syndrome 
Liver 103 118,728 5 Positive 0.9% 10 3.75 Cured 
Viral 
Syndrome 
Liver 99 1,556 25 Negative <0.25% 40 15.4 Cured 
NOTES: VL. Viral load; AbNEI: Antibodies neutralizing epithelial cell infection. 
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Figure 3 
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Figure 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 
 
 
AbNEI Titer  Sensitivity  Specificity  PPV  NPV  
>2,560 0 100 - 59 
1,920 51.9 94.5 86.9 73.9 
960 58.4 91.8 83.3 76.1 
480 70.1 88.2 80.5 80.9 
240 72.7 83.7 75.6 81.5 
120 75.3 79.2 71.6 82.2 
60 81.8 76.2 70.7 85.8 
30 87 69.3 66.3 88.5 
15 90.9 54.0 57.8 89.5 
7.5 93.5 46.8 54.9 91.2 
<5 100 0 40.9 - 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Figure legends 
 
Figure 1. Kinetics of the CMV-specific CD4+ and CD8+ T-cells. The CMV-specific T-
cell response was evaluated by detecting intracellular secretion of IFN-γ at the indicated 
times after transplantation in CD8+ T cells and CD4+ T-cells by flow cytometry. 
Percentages of CD8+ T cells (A) and CD4+ T cells (B) expressing IFN-γ from each patient 
are represented at week 2 after transplantation, after the first episode of replication, at the 
time of the cell-immunity acquisition and at the end of follow-up. Percentages were 
calculated referring to the total number of CD3-positive cells analyzed and normalized to 
the unstimulated control. The black line represents median values. Percentages were 
compared by Wilcoxon rank sum test and p<0.05 were considered significantly different. 
Figure 2. Study flow chart. Patients were divided into two groups according to: A) the 
acquisition of CMV-specific T-cell response, B) the development of AbNEI titers >480 
and C) the seroconversion (CMV-specific IgG levels >1IU/mL). For each group we 
describe the number of patients with viremia during the follow-up, the number of patients 
with viremia pre and post-immunity and the number of CMV replication episodes that 
required treatment. 
Figure 3. Kinetics of the CMV-specific neutralizing antibodies. Box and whisker plot 
showing the evolution of neutralizing antibody titers measured in fibroblast (MRC-5) and 
epithelial cells (ARPE-19) from baseline to the end of the follow-up and after each 
replication episode. Box plots show median levels of antibody titer (solid horizontal line), 
25th to 50th percentile (box outline) and minimum and maximum observation (whiskers). 
The increase of antibody neutralizing fibroblast infection titer did not depend on the 
number of replication episodes. However, antibody neutralizing epithelial infection titer 
increased significantly from the first to the second episode of CMV replication from a 
median titer of 10 to 160 (p<0.001), as well as from the second replication episode to the 
end of the follow-up period from a median titer of 160 to 2,560 (p<0.001). AbNEI: 
Epithelial cell neutralizing antibodies. 
 Figure 4. Receiver-operator curve. A) Relationship between the sensitivity and 
specificity of different antibody fibroblast cell neutralizing titers for determining protection 
from CMV replication. The black line represents values for a test that is unable to 
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discriminate positive and negative samples. B) Percentage values of sensitivity, specificity, 
positive predictive value (PPV), negative predictive value (NPV) for different titer values 
of antibodies neutralizing epithelial infection (AbNEI). 
 
Figure 5. CMV replication and specific immune response kinetics. Evolution during 
the first year after transplantation of the incidence of CMV infection measured by 
polymerase chain reaction (grey bars), the acquisition of a CMV-specific T-cell response 
detected by intracellular cytokine staining using flow cytometry (continuous black line), 
and the acquisition of epithelial cell neutralizing titers (AbNEI) ≥ 480 determined through 
microneutralization assay (discontinuous black line).The correlation between the 
acquisition of a CMV-specific immune response and the decrease in the incidence of CMV 
viral load was compared by the Pearson correlation test # Linear regression r2 0.743, 
Pearson correlation 0.862; p<0.001; * Linear regression r2 0.951, Pearson correlation 
0.975; p<0.001. 
Figure 6.  Kinetics of CMV-specific IgG antibodies. Evolution of IgG levels measured at 
baseline, at the end of the follow-up and after each replication episode. The levels of IgG 
(IU/ml) from each patient (black circle) are represented at the different time points. 
Although IgG levels tended to increase from baseline to the end of follow-up (median of 
0.63 IU/ml vs. 132.3 IU/ml, p<0.001), no differences were found comparing median IgG 
levels at baseline with median values after the first (0.63 IU/ml vs. 2.4 IU/ml, p=0.72), 
second (0.63 IU/ml vs. 2.6 IU/ml , p=0.61) or more than three replication episodes ( 0.63 
IU/ml vs. 13.5 IU/ml, p= 0.1). Black line represents median values. Percentages were 
compared by Wilcoxon rank sum test and p<0.05 were considered significantly different. 
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Teaser: The wealth of information that has emerged from recent studies aiming to 
characterize the immune response to cytomegalovirus infection in transplant patients has 
provided insights that can be used to guide vaccine design and development. 
 
 
Resultados 
 
81  
 
Abstract 
 
Studies in transplant recipients over the last decade aiming to characterize the immune 
response to CMV replication have provided insights that can be used to guide CMV 
vaccine development. These studies have characterized multiple aspects of the immune 
response to virus infection in humans, and have identified immunological variables that 
correlate with the ability to control virus replication. These findings can be used to guide 
vaccine development by informing decisions regarding antigen selection and the type of 
immune response that must be elicited by these antigens in order to promote protective 
immunity. In addition, these studies have provided information that may aid in the 
identification of immunological endpoints in vaccine clinical trials, thus facilitating their 
design and implementation. 
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Cytomegalovirus continues to be a significant cause of morbidity in a number of at-risk 
populations, most notably in newborns and in solid organ and hematopoietic stem cell 
transplant recipients. For this reason, the U.S. Institute of Medicine has identified the 
development of a vaccine for the prevention of CMV disease as a public health priority [1]. 
Unfortunately however, no vaccine for CMV has yet been approved for use in humans 
despite multiple clinical trials evaluating diverse vaccine candidates, although a small 
number of recent trials have given promising results [2, 3]. The results obtained with these 
candidates during both pre-clinical and clinical testing have highlighted a number of 
challenges associated with CMV vaccine development including, a lack of animal models 
for studying human CMV infection that mimic human disease, poorly-defined correlates of 
protective immunity, and the identification of appropriate endpoints during clinical trial 
design and implementation. In this context, data from recent studies characterizing CMV 
infection in patients undergoing solid organ and hematopoetic stem cell transplantation 
have yielded information regarding the immune response during active CMV infection and 
subsequent immune control of virus replication that may be used to address challenges 
related to vaccine development. Due to the necessity of administrating potent 
immunosuppressive therapies, CMV disease continues to affect a significant percentage of 
transplant recipients during the post-transplant period. Over the last decade, multiple 
studies have aimed to characterize the immunological variables that correlate with the 
prevention of CMV disease in these patients. These studies have produced vast amounts of 
information regarding effectors of both the cellular and humoral responses that contribute 
to controlling CMV replication, and have been used to successfully guide post-
transplantation antiviral therapy [4]. In the present review, we synthesize the results of 
recent studies that have characterized the immune response to CMV infection during the 
post-transplant period ,highlight the findings of recent clinical trials characterizing CMV 
vaccine candidates in transplant patients, and discuss the implications of these studies in 
the context of current and future efforts aimed at the design and development of vaccines 
for the prevention of CMV disease. 
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The immune response to CMV infection in transplant patients 
 
In transplant patients, CMV may cause the so-called CMV syndrome, which manifests as 
fever and/or malaise, leukopenia or thrombocytopenia, and end-organ disease, all of which 
are related to viral cytopathogenicity. Persistent or intermittent CMV replication has been 
causally linked to the development of acute or chronic allograft dysfunction or rejection, 
and the occurrence of bacterial or fungal superinfection or Epstein–Barr virus-associated 
posttransplant lymphoproliferative disease [5]. These indirect effects are thought to be 
related to the immunosuppressive and pro-inflammatory properties of CMV. Control of 
CMV infection in normal hosts and in the transplant recipient depends upon a complex, yet 
not fully elucidated, interplay between innate and adaptive immune mechanisms (Figure 
1). It has long been known that functional effector CMV-specific CD8+ and CD4+ αβT 
cells are crucial for resolution of CMV replication episodes [6, 7]. Upon activation, CMV-
specific CD8+ T cells produce and secrete cytokines with antiviral activity and become 
fully competent for lysing CMV-infected cells. Expansion of functional CMV-specific 
CD4+ T cells is imperative for maintenance of functional CMV-specific CD8+ T cells [8]. 
In addition they appear to be capable of mediating cytolysis of infected cells in an HLA-II 
background [9]. In this context, there is increasing evidence suggesting that CD8+ and 
CD4+ T cells displaying multiple effector functions (polyfunctional) are more relevant 
than monofunctional T cells in controlling CMV infection [10-14]. The role of regulatory 
T cells (Tregs; CD4+CD25+FoxP3+), which primarily function through the release of 
inhibitory cytokines such as IL-10 and TGF-β, in modulating CMV-specific CD4+ and 
CD8+ T-cell functions is being increasingly recognized, although remains poorly 
characterized. 
The role of CMV-specific antibodies displaying antiviral activity (i.e. neutralizing free 
virions or preventing virus cell-to-cell spread) in preventing primary infection has been 
clearly demonstrated. Specifically, antibodies against neutralization epitopes of the 
complex gH–gL–pUL131A–pUL130–pUL128, which has been shown to be required for 
infection of endothelial, epithelial and myeloid cells [15-18] have been shown to correlate 
with virus control in immunocompetent individuals [19] and protection from fetal CMV 
transmission [20]. Nevertheless, in the Allo-SCT setting it was recently shown that both 
baseline and peak neutralizing titres were not predictive of the dynamics of CMV 
replication within episodes, and did not appear to provide protection against the 
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development of viremia [13]. Nevertheless, the role of CMV specific neutralizing 
antibodies, if any, in the prevention of CMV reactivation or in the control of CMV viremia 
in the transplantation setting remains to be conclusively established. 
 
CMV antigens involved in the antiviral immune response 
 
The CMV genome is approximately 235 Kb in size and contains more than 165 predicted 
open reading frames [21]. For this reason, detailed information regarding the immune 
response to individual proteins and their correlation with suppressed viral replication is 
available for only a small subset of antigens. As mentioned above, the presence of CMV-
specific T cells in peripheral blood correlates strongly with fewer viral replication episodes 
and significantly lower peak viral loads during the post transplantation period (Figure 2), 
with multiple studies indicating a critical role for both CD4+ and CD8+ T cells in limiting 
viral replication and preventing clinical disease [4, 22]. The majority of these studies have 
employed the viral antigens UL123 (immediate early protein 1; IE1), a regulator of viral 
gene expression, and UL83 (phosphoprotein 65; pp65), a matrix protein, as markers for 
measuring cellular immunity. IE1 and pp65 are highly expressed during viral infection 
[23], and a robust T cell response is elicited against both proteins during viral replication 
episodes that occur in the post-transplant period [23-27]. Multiple studies have 
demonstrated that increased levels of IE1- and pp65-specific T cells correlate with the 
control of virus replication in the absence of antiviral therapy, suggesting that increased 
cellular immunity plays a role in limiting infection [4, 28, 29]. In three different studies 
with SOTR at high risk for CMV infection that received preemptive treatment, acquisition 
of IE1- and pp65-specific CD8+ T cells expressing IFN-g inversely correlated with the 
incidence of CMV replication in addition to spontaneous clearance of 97.8%-100% of 
replications episodes that occurred after the detection of a CMV-specific immune response 
[4, 28, 29]. 
Adequate reconstitution of IE1- and pp65-specific CD8+ T cells expressing IFN-γ within 
the first months after transplantation has also been suggested to be a marker for predicting 
improved clinical outcomes, including survival [30]. A handful of studies have provided 
some information regarding the cell mediated response to other viral antigens in addition to 
IE1 and pp65, although there is little data characterizing how the response to these antigens 
correlates with the suppression of viral replication. In a recent study, overlapping 15-mer 
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peptides from all predicted CMV open reading frames were used to stimulate lymphocytes 
from a large cohort of HLA-disparate, CMV-seropositive subjects. Quantification of 
antigen specific T cell frequencies indicated that pp28, pp50, gH, gB, US2,US3, US6, 
UL18 UL55, UL83, UL86, UL99, UL153 and UL32, in addition to IE1 and pp65, 
stimulated robust responses [22]. Interestingly, it was also demonstrated that antigen 
specific CD8+ and CD4+ T cells were directed against more than 70% of viral open 
reading frames, indicating that a broad cell mediated response is elicited during active 
CMV infection [22]. Separate studies in which the T cell response to different viral 
antigens in healthy, CMV seropositive individuals (individuals with detectable levels of 
pp65-specific IgG) demonstrated the presence of antigen-specific T cells for gH, gB, IMP, 
proteins US6-USll, pp28, pp150, IE2, and UL69 [31, 32]. These findings, together with 
data from studies indicating that the proportion of CMV-specific CD8+ T cells in healthy, 
seropositive individuals is approximately 10% [33, 34]), suggest once again that the cell-
mediated response to CMV infection is broad and robust. Although CMV infection elicits a 
strong humoral response, it is not as well characterized as the cell-mediated response with 
respect to its role in suppressing viral replication. 
 During the 1980´s and 90’s, a number of studies using recombinant viral antigens 
identified antibodies against CMV in human sera from different clinical settings [35-39], 
indicating that multiple viral proteins elicit an antibody response. Most nonstructural 
proteins, such as the immediate early proteins (IE1 and IE2), the DNA binding protein 
pUL57 and the DNA polymerase (UL54) elicit a weaker humoral response compared with 
other structural antigens [40-42]. Among tegument proteins, pp28 (UL99), pp38 (UL80a), 
and specially pp65 (UL83) and pp150 (UL32) have been identified as the most 
immunogenic [35, 43-45]. The phosphoproteins pp65 and pp150 are highly reactive to both 
IgG and IgM after primary infection and are recognized by nearly 100% of sera samples 
from CMV-seropositive subjects [36, 43, 46]. However, neither of these proteins induce 
antibodies that are able to neutralize infection, and their physiological function during 
CMV natural infection is not clear [47]. 
 
Antibodies able to neutralize CMV infection have mostly been evaluated using in vitro 
models employing fibroblast cell lines, although it is important to note that epithelial and 
endothelial cells are the first physiologic barrier encountered by CMV during natural 
infection [48]. The envelope glycoproteins gB (UL55) and gH (UL75) elicit a strong 
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neutralizing antibody response, and they have been detected in 100% of serum samples in 
naturally infected individuals [45, 49, 50] . Furthermore, glycoprotein complexes that elicit 
a neutralizing antibody response during natural infection consisted of gH/gO/gL 
(UL75/UL74/UL115) and gN /gM (UL73/UL100). Glycoprotein M is of particular interest 
because it represents the most abundant glycoprotein in the viral envelope [51, 52]. 
Importantly, in hematopoietic stem cell transplant recipients, titers of antibodies 
neutralizing fibroblast infection were not associated with the absence of detectable active 
infection or survival in patients with CMV disease [53, 54]. Recently, renewed interest in 
studying the role of neutralizing antibodies has come from two findings; the first is that a 
beneficial effect with respect to CMV infection was observed in transplanted patients after 
the administration of CMV-specific hyperimmune globulin [55], and secondly, it has been 
demonstrated that the most potent neutralizing antibodies are directed against epitopes of 
the pentameric complex consisting of gH/gL/pUL128-130-131 [56]. The pentameric 
complex has been shown to be necessary for in vitro infection of epithelial and endothelial 
cells, but not fibroblasts [57, 58]. The in vivo activity of neutralizing antibodies directed 
against the pentameric complex was demonstrated in a study performed in pregnant 
woman showing that non transmitting mothers had higher antibody titers and controlled 
viral infection more rapidly [20]. Taken together, both in vitro and clinical studies suggest 
that antibodies directed against certain viral antigens can play a role in controlling virus 
dissemination and replication. 
 
Vaccine clinical trials in transplant patients 
 
Three phase II clinical trials with different vaccine candidates have been carried out in 
transplant recipient populations. A study that included 177 seronegative kidney transplant 
recipients for evaluating the ability of a whole virus vaccine employing the attenuated 
Towne strain was carried out in the 1980´s. Vaccination did not result in a significant 
reduction in infection rates compared to placebo, however disease severity was attenuated 
in those receiving the vaccine [59]. Analysis of the immune response in immunized 
individuals demonstrated that the vaccine did not generate high levels of antibodies able to 
neutralize viral infection [60]. A second vaccine based on recombinant gB formulated with 
the adjuvant MF59 was evaluated for its ability to prevent CMV-induced end organ disease 
in liver and kidney transplant patients. Low frequencies of end organ disease were detected 
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in both study arms, requiring that blood levels of viral DNA and levels of anti-gB 
antibodies be included evaluated in order to characterize vaccine efficacy. The study 
demonstrated that vaccinated and placebo patients experienced similar rates of viremia, 
although increased anti-gB antibody titers correlated with a decreased duration of viremia 
[2]. The third vaccine that has been evaluated in transplant recipients consists of plasmid 
DNA encoding the two viral antigens gB and pp65, based on the idea that gB specific 
antibodies may be effective in neutralizing viral infection whereas a cell-mediated 
response may be effective in suppressing viral replication. The ability of the vaccine to 
decrease viral replication episodes in seropositive bone marrow transplant recipients during 
the first year after transplantation was evaluated [3]. The results of the study demonstrated 
that vaccinated participants experienced fewer and shorter replication episodes, and that 
viremia-free periods were significantly longer compared to the placebo group [3]. 
Importantly, characterization of the cellular and humoral response elicited by vaccination 
with the bivalent vaccine indicated that only low levels of antigen specific antibodies and T 
cells were elicited against gB, suggesting that the observed protective effect was primarily 
due to the cellular response elicited against the pp65 antigen [3]. Taken together, the 
results of these clinical trials provide compelling evidence suggesting that CMV 
vaccination can have protective effects in both seropositive and seronegative transplant 
recipients. These studies also highlight the difficulties associated with the clinical 
evaluation of CMV vaccines with respect to the selection of appropriate trial endpoints and 
the need for identifying appropriate immune correlates of protection that can be measured 
during these studies in order to adequately evaluate vaccine efficacy. In addition, the 
results of these trials may also suggest that the evaluation of additional viral antigens for 
inclusion of vaccines may lead to more robust immune responses that increase the 
protective effects of vaccination. 
 
Implications for vaccine design 
 
Information gained from studies characterizing the immune response to CMV infection in 
transplant recipients may be useful for guiding vaccine design and development efforts for 
a number of reasons. Perhaps the most obvious positive aspect associated with using data 
from these studies is that they provide information regarding the immune response to CMV 
infection in humans. Vaccine development often requires the extensive use of data 
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generated in animal models for identifying candidate antigens and evaluating their ability 
to provide protective immunity. The extent to which vaccines based on these antigens will 
behave similarly in humans often remains unknown until the completion of early stage 
clinical trials, which are typically performed only after considerable time and financial 
resources have been invested in a vaccine candidate. In addition, due to the fact that 
transplant recipients represent one of the target populations for CMV vaccination, data 
regarding components of the antiviral immune response that correlate with protective 
immunity in this population may be of special value. It is important to note, however, that 
these studies do have limitations. Due to the fact that these studies are often observational, 
in many cases they yield data describing correlations between immune variables and virus 
replication, and therefore do not provide mechanistic information regarding immune 
control of virus replication. A second important consideration is the immune status of the 
patients included in studies evaluating the immune response to CMV infection during the 
post-transplant period. Since these patients are being monitored in the context of potent 
immunosuppressive therapy, the results obtained from these studies may not be directly 
transferable to healthy, immune competent individuals. 
The components of the immune system that must be stimulated in order to achieve 
protective immunity against CMV, specifically the type of immune response that must be 
elicited and the antigens targeted by this response, have not been well defined. The type of 
immune response required for disease prevention may depend upon the disease type and 
the target population, given suggestions that antibodies may be more effective at 
preventing primary infection whereas a cell mediated response may be more effective at 
suppressing viral replication in previously infected individuals [61].  Studies characterizing 
immune control of CMV replication in seropositive transplant recipients during the post-
transplant period support this idea given data from multiple studies showing that the 
acquisition of CMV-specific cell mediated immunity has protective effects [23-26, 31]. It 
is important to note that the majority of studies identifying a correlation between cellular 
immunity and suppressed viral replication quantified frequencies of IE1- and pp65- 
specific T cells in peripheral blood. These findings should not be interpreted as meaning 
that these two antigens are the most suitable for vaccine design, although they may 
contribute to a protective response. In these studies the cellular response to IE1 and pp65 
were used as markers, whereas the frequencies of circulating T cells specific for other viral 
antigens were not characterized. Thus, while these data strongly suggest that the 
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stimulation of cell mediated immunity would likely be a desirable characteristic of 
vaccines for use transplant patients, which viral antigens elicit the most effective cellular 
response is a topic that remains to be fully studied. Studies in transplant patients have 
provided somewhat less information regarding the potential role of vaccine induced 
antibodies in preventing infection and suppressing viral replication. The phase II clinical 
trial with the MF59-adjuvanted gB vaccine demonstrating a correlation between anti-gB 
antibody titers and reduced duration of virus replication episodes suggests that virus 
specific antibodies may contribute to protective immunity. However, the finding that the 
presence of antibodies able to neutralize fibroblast infection did not correlate with reduced 
infection rates or survival in hematopoetic stem cell transplant recipients [13], together 
with the results of two of the vaccine trials described in the previous section indicating that 
some benefits were observed in the absence of a strong humoral response may suggest that 
a cellular response alone provides some protective effects. As with the cell-mediated 
response, relatively few antigens have been characterized with respect to their ability to 
induce antibodies capable of neutralizing virus infection. It is therefore possible that 
antibodies against other antigens or antigen complexes may more effectively prevent 
infection and/or suppress viral replication. The recent characterization of the potent 
neutralizing activity of antibodies directed against the gH/gL/pUL128-130-131 pentameric 
complex in both experimental and clinical studies supports this idea [15-17, 62]. 
 
Clinical trials evaluating the efficacy of CMV vaccines have employed endpoints that can 
be difficult to measure for multiple reasons. Disease-based endpoints, such as end organ 
disease in transplant patients or sensorineural hearing loss in children, can be difficult to 
measure due to low disease incidence or the necessity for long follow up periods [61]. 
Infection-based endpoints, such as CMV viral load, can be more readily measured, but 
require that numerous samples are characterized in order to detect the presence of viral 
DNA. In this context, the identification of immunological correlates of protection that a 
vaccine candidate must achieve in order to be considered effective is desirable. A number 
of studies characterizing viral replication and the acquisition of cell-mediated immunity 
during the post-transplant period have identified cut off values for the frequency of virus 
specific T cells that correlate with the ability to suppress virus replication in the absence of 
antiviral therapy. A study by Gerna et al. 2011 described that a high frequency of CMV-
specific T-cells (>0.4 cells/l) conferred protection from CMV disease in SOTR at low 
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risk, while Benmarzouk-Hidalgo et al. defined a cut-off value of 0.25% of CD8+-IFN-g T 
cells that correlated with spontaneous clearance of infection [4, 63]. These studies may 
thus provide information that can be used to identify rational immune correlates of 
protection that can serve as endpoints in clinical studies. 
 
Using novel technologies for antigen identification 
 
Only a small subset of predicted CMV open reading frames have been evaluated as 
potential vaccine candidates in preclinical and clinical studies, raising the possibility that 
antigens that have yet to be characterized could stimulate protective cellular and/or 
humoral immune responses. Due to the large number of predicted open reading frames in 
the CMV genome, a detailed characterization of the immune response elicited by all 
individual protein antigens would be costly and time consuming. In this context, the use 
of emerging genomic, transcriptomic and proteomic technologies may be useful for 
identifying viral antigens that have desirable characteristics for vaccine design (Figure 3). 
Transcriptomic techniques, for example, can be used to identify viral genes that are highly 
expressed during infection of different cell types, as evidenced by recent studies employing 
RNA-Seq to characterize global transcriptomes for both human and murine CMV during 
infection [64, 65]. These highly expressed gene products may be of interest for vaccine 
development as antigens for stimulating a cell-mediated response targeting virus infected 
cells. The idea that highly expressed genes may be of interest for development as antigens 
is supported by transcriptomic studies employing microarrays that have demonstrated that 
the genes encoding IE1 and pp65, both of which induce a cell-mediated immune response 
with correlates with the ability to control virus replication [4, 30, 63, 66], are highly 
expressed during infection [67]. 
Proteomic techniques also hold potential for identifying antigens of interest for vaccine 
development. Mass spectrometry-based analyses of virus particles have not only identified 
the virus proteins associated with infectious particles, but have also provided quantitative 
information regarding the relative abundance of each protein in virion [68]. 
These finding may facilitate the identification of antigens that produce an antibody 
response aimed at neutralizing virus infection. As these examples demonstrate, emerging 
“omics” technologies may have a role in identifying high value antigens for vaccine 
design. 
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Conclusions 
 
The morbidity that continues to be caused by CMV infection in multiple patient 
populations clearly demonstrates the potential clinical benefit that vaccination could 
afford. As described above, CMV vaccine development programs face a number of 
challenges during both pre-clinical and clinical development stages. In this context, the 
wealth of information that has emerged from recent studies aiming to characterize the 
immune response to virus replication in transplant patients has provided insights that can 
be used to respond to these challenges. Most importantly, these studies have characterized 
multiple aspects of the immune response to virus infection in humans, and have identified 
immunological variables that correlate with the ability to control virus replication. These 
findings can be used to guide vaccine development by informing decisions regarding 
antigens selection and the type of immune response that must be elicited by these antigens 
in order to promote protective effects. In addition, these studies have provided information 
that may facilitate the identification of immunological endpoints in vaccine clinical trials, 
thus facilitating their design and implementation. In summary, CMV infection in transplant 
patients provides a unique “model system” for studying the viral immunity and will likely 
continue to provide information that can be applied to vaccine design. 
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Figure Legends 
 
Figure 1. Immune response to CMV primary infection. A) CMV infection first occurs 
in epithelial cells, and disseminates to other cell types. Professional antigen presenting 
cells (APC) process and display CMV antigens in major histocompatibility complexes 
(MHC) on their surfaces. B) The APCs can stimulate CD8+ T-cells in the context of MHC 
class I. The activated CD8+ T-cells can either directly lyse virusinfected cells by cytolysis 
through the secretion of granzymes and perforins or by inducing the supression of virus 
replication through the secretion of IFN-γ or TNF-α. C) The APCs can also promote 
adaptative immunity in the context via MHC class II presentation that are recognized by 
CD4+ T-cells. Following activation of B cells and production of CMV-specific antibodies, 
extracellular virus can be controlled through antibody-mediated neutralization by blocking 
the infection of new cells. In addition, cytokines (e.g. IL-2) secreted by CD4+ T-cells can 
also lead to the proliferation of CD8+ T-cells and macrophages. 
 
Figure 2. Correlation between the acquisition of CMV-specific cellular immunity 
and virus suppression during the post-transplant period. The figure represents the 
typical evolution of the frequency of CMV-specific CD8+ T-cells (blue line) and CMV 
viral load (red line) after transplantation in a transplanted patient. Note the decreased 
frequency and lower peak viral load of virus replication episodes following the 
acquisition of cellular immunity. 
 
Figure 3. New technologies for vaccine development. Use of genomic, transcriptomic, 
and proteomic technologies can be used to identify new antigens for CMV-vaccine 
development. The schematic represents the different technologies and the types of 
information that can be gained from the use of each. 
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Introduction 
Human cytomegalovirus (CMV; species Human herpesvirus 5) infects most humans 
during their lifetime and establishes a life-long latent infection in myeloid progenitor 
cells [1]. Although CMV infection is mainly asymptomatic in immunocompetent 
individuals, primary infection during pregnancy is associated with neurological damage 
to the fetus [2] in addition to be a major cause of morbidity and mortality among 
immunocompromised individuals such as solid organ transplant recipients [3]. For this 
reason, the U.S. Institute of Medicine has identified the development of a vaccine for 
the prevention of CMV disease as a public health priority [4]. Several vaccine 
candidates have been developed since the 1970s including live attenuated virus 
vaccines, peptides or recombinant proteins, DNA plasmids, virus-like particles and 
vectored envelope proteins [5, 6]. Most of these vaccines, except for the live attenuated 
vaccines, have been formulated using the viral envelope glycoprotein gB [7] to promote 
a humoral response and pp5 and IE-1 to promote a cellular response mostly a T-cell 
response [8]. Unfortunately, none of these vaccines has been licensed to date 
highlighting the necessity of evaluating additional viral antigens as candidate for 
vaccine that may lead to more robust immune response increasing the protective effects 
of vaccination. Only a small subset of predicted CMV open reading frames have been 
evaluated as vaccine candidates in preclinical and clinical studies [7-11]. Due to the 
large number of predicted open reading frames in the CMV genome, a detailed 
characterization of the immune response elicited by all individual protein antigens 
would be costly and time consuming. In this context, the use of emerging genomic, 
transcriptomic and proteomic technologies may be useful for identifying viral antigens 
that have desirable characteristics for vaccine design. RNA-seq techniques have been 
used to characterize global transcriptome for both human and murine CMV during 
infection [12, 13] and have identified highly expressed gene products that may be of 
interest for vaccine development. This idea is supported by transcriptomic studies that 
employing microarrays demonstrated that genes encoding IE1 and pp65 are highly 
expressed during infection [14] and both induce a T cell-mediated immune response 
which correlated with controlling virus replication [15-18]. 
Because of its complexity, CMV genetic repertoire is not completely understood, and 
presents a number of challenges for understanding CMV pathogenesis including the 
number of genes products, their function during infection and their interaction with the 
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cellular host. The introduction of Next Generation Sequence technology has 
revolutionized the study of genomic and molecular biology and has significantly 
improved the identification of ORFs [19]. RNA-Seq analysis of infected fibroblasts 
with the HCMV Merlin strain (72h post infection, hpi) demonstrated that transcription 
of HCMV is more complex and multifaceted than what had been described to date with 
a large number of protein coding regions, splicing and non coding RNAs such as non-
coding , overlapping transcripts and antisense transcripts [12]. Previous transcriptional 
studies have focused on the characterization of gene expression during infection and 
they have provided important but partial insight about CMV transcriptome. For instance 
microarrays studies has measured the relative abundance of RNA transcripts but only 
those included in the designed array [20], in addition results of RNA-Seq studies have 
identified transcript profile at different phases during CMV replication but only using 
fibroblasts [21]. Although fibroblasts has been mostly used as cellular model of CMV 
infection in vitro, CMV infects a wide broad target type of cells establishing a complex 
interaction with the human host [22-25]. For instance, epithelial cells play an important 
role during host-to-host transmission since constitute the first physiological barrier 
encountered by CMV during natural infection [26]. In addition, we and other have 
found that neutralizing antibodies specifically blocking CMV infection of fibroblasts 
are present at low level after a course of CMV infection, while CMV specific humoral 
response is mainly directed to blocking infection of epithelial cells [27-29]. These 
results are in agreement with those reporting more than 128-fold neutralizing activity 
against CMV in epithelial cells compared to fibroblasts using serum from 18 pregnant 
women with primary CMV infection and 5 SOTR [30].  Together these evidences may 
indicate that epithelial cells may play a major role during infection and spread of CMV 
in vivo. 
 
The goal of the present study was to analyze and compare the transcriptional profile of 
CMV during the infection of fibroblast and epithelial cells to identify the most 
expressed viral genes that are differentially transcribed in both cell types and to identify 
potential antigens for vaccine development. 
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Material and methods 
 
Cells and viruses. MRC-5 human fetal lung fibroblasts (ATCC CCL-171) and human 
ARPE-19 retinal pigment epithelial cells (ATCC CRL-2302) were cultured in high 
glucose Dulbecco’s modified Eagle medium-DMEM- (Gibco-BRL) supplemented with 
10% fetal calf serum (HyClone Laboratories), 10,000 IU/L penicillin, 10 mg/L 
streptomycin (Gibco-BRL). CMV strain AD169 (ATCC VR-538) was propagated in 
MRC-5 cells. CMV strain BADrUL131-Y4 (kindly provided by Dr. T. Shenk Princeton 
University, USA) is a derivative of a BAC clone of the AD169 HCMV in which the 
UL131 ORF has been repaired. The BAC CMV DNA was transfected into MRC-5 
fibroblast cells and the viral progeny was propagated in ARPE-19 cells [27]. Viral titers 
were determined by limiting dilution in 96-well plates using MRC-5 cells. 
 
Western Blot analysis. For western blot analysis 75 cm2 flasks of MRC-5 and ARPE-
19 were infected with 3 MOI of AD169 and BADrUL131-Y4 strains of HCMV, 
respectively. Cells were harvested in 1 ml of E1A buffer (50 mM HEPES, 250 mN 
NaCl and 1% protease inhibitor cocktail; Sigma) after two washes with 1X PBS at 
different time points after infection (1, 2, 4, 8, 16, 24, 36, 48 hours post-infection). 
Mock-infected cells were used as negative control. Cells were spun down for 10 
minutes at 1000 rpm and resuspended in 500 µL of cold EIA lysis buffer (E1A buffer, 
0.1% NP40). Following centrifugation at 2500 rpm for 15 min, 15 µg of the protein 
supernatants were loaded into a SDS-PAGE gel and transferred to a nitrocellulose 
membrane (GE Healthcare, Life Sciences) for western blot analysis. Membranes were 
blocked in blocking buffer (PBS, 0.1 % Tween 20, 5% (w/v) nonfat dry milk) for 1h at 
room temperature and incubated with 1:200 anti IE-1 (MAB810R, Millipore), 10 mg/ml 
anti-ICP36 (ab53482, abcam), 1:1000 anti-pp65 (ab49214,abcam) and 1:5000 anti-
GAPDH (GTX627408;GeneTex) as primary antibodies. Horseradish peroxidase 
conjugated goat anti-mouse IgG (PIERCE) dilute 1:10.000 was used as secondary 
antibody. 
 
Preparation of RNA from mock and HCMV-infected cells. For RNA isolation, 
duplicate 75 cm2 flasks of MRC-5 and ARPE-19 cells were infected at 3 M.O.I of 
AD169 and BADrUL131-Y4 HCMV strains, respectively and RNA were harvested at 
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8, 24 and 48 hpi for MRC-5 and 16, 36 and 48 hpi for ARPE-19. As a mock infection 
control duplicate 75 cm2 flasks of MRC-5 and ARPE-19 cells were harvested at 48h. 
Total RNA was extracted using Trizol Reagent (Life Technologies) and purified using 
RNeasy resins and the RNA cleanup kits (Qiagen) according to manufacturer's 
recommendations. The quality and purity of RNA preparation were tested by measuring 
absorbance at 260 nm and 280 nm in addition to the confirmation of the integrity of the 
28S and 18S rRNA by electrophoresis. 
 
Preparation of the transcriptome library. The whole transcriptome library was 
prepared by adding universally accepted transcripts to the isolated RNA to control for 
external sources of variability (ERCC RNA Spike-In Mix, Thermofisher). Ribosomal 
RNA was depleted from the RNA library using the RiboMinusTM Concentration 
Module (Invitrogen). 250 ng of the rRNA-depleted total RNA was fragmented using the 
RNase III (Thermofisher ), and yield and size distribution of the fragmented RNA was 
assessed using the Quant-iTTM RiboGreen® RNA Assay Kit (Invitrogen) and the 
Agilent® RNA 6000 Pico Chip Kit (Agilent) with the Agilent® 2100 BioanalyzerTM 
Instrument. Hybridation and ligation of 120ng of the final product to the adaptors was 
performed using components from SOLiD™ Total RNA-Seq Kit (Appplied 
Biosystems). Reverse transcription of the cDNA was performed using ArrayScriptTM 
Reverse Transcriptase (Thermofisher) and to separate amplicons from contaminants the 
resulting cDNA were bound to magnetic beads using Agencourt® AMPure® XP 
(Beckman Coulter). cDNA was amplified using the SOLiD PCR Primer Set and the 
amplified DNA was purified using the PureLink® PCR Micro Kit (Invitrogen). Yield 
and size distribution of the purified DNA was analyzed using the NanoDrop® 
Spectrophotometer and using the DNA 1000 Kit (Agilent®) in the Agilent 2100 
BioanalyzerTM Instrument   
 
Next generation sequencing- Alignment and analysis. Unique reads were mapped 
against a reference sequence formed by the Human Genome (build GRCh37, hg19) and 
the Virus genome (HCMV AD169 strain, GenBank accession no. X17403). Two 
mapping rounds were run: first mapping step was carried out by using TopHat v1.4.1 
[31]. Then, unmapped reads were then remapped using SHRIMP v2.2.3 [32]. Results 
provided by both mappers were merged and read counts for each gene obtained by using 
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the HTSeq-count package (intersection-nonempty mode) with human ENSEMBL 
annotation (release 82) and virus genome annotation. Data regarding mapped reads and 
proportion of reads mapping to a coding DNA sequences (CDS), intergenic regions or 
non-coding genes are expressed as minimum to maximum values of the duplicate for 
each time point after infection. 
 
Identification of Most Abudant Transcripts (MAT). RPKM values were calculated 
from gene read counts [33]. Then, the list of MAT was calculated for each pair (sample 
type, time point) as follows. Recall here that duplicated samples were available for each 
pair (sample type, time point). First, for each sample, the 10% most expressed genes 
was selected. Then, the two resulting sets of "most-expressed-genes" from duplicated 
samples were intersected, thus obtaining the final list of MAT for a given pair (sample 
type, time point). 
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Results 
 
Identification of timing after CMV infection in MRC-5 and ARPE-cells. Since the 
rate of cell growth is different in epithelial and fibroblast cells, we compared the protein 
level of expression of three different proteins known to be expressed at immediate early 
(IE-1 protein), early (ICP36 protein) and late (pp65 protein) phase after CMV infection 
of MRC-5 and ARPE-19 cells. We determined the hours post-infection (hpi) that had 
peak level of protein expression in both cell types. As shown in Figure 1 the following 
times were determined to have the same level of expression for fibroblast MRC-5 
infection: 8 hpi for IE-1, 24 hpi for ICP36 and 48 hpi for pp65 (Figure 1A), and for 
epithelial cell ARPE-19 infection: 16 hpi for IE-1, 36 hpi for ICP36 and 48 hpi for pp65 
(Figure 1B). 
 
Overview of the viral transcriptome analysis. To describe the most expressed 
transcripts over the course of CMV infection, human fibroblast (MRC-5) cells were 
infected with the   AD169 CMV strain and human epithelial (ARPE-19) cells with the 
BADrUL131-Y4 CMV and harvested at the indicated time points post-infection. 
Biological replicate experiments were performed for each time point. RNAs were 
pooled, converted to cDNA, and sequenced on the GS FLX RNASeq 454 system (Life 
Science). For MRC-5 infected cells, between 321,025-1,116,200 reads aligned to 
annotated regions of CMV genome (Table 1). Of them, a proportion between 63.6-
89.0% mapped to coding DNA sequences (CDS), 8.9-34.2% mapped to intergenic 
regions and 1.6-3.5% non-coding genes (Figure 2A). The ranges depended on the 
duplicate sample and the time post infection. For ARPE infected cells, between 
313,621-2,310,159 reads aligned to annotated regions of CMV genome (Table 1). Of 
them, a proportion between 60.9-76.3% mapped to coding DNA sequences, 22.8-37.4% 
to intergenic regions and 0.8-2.4% to non-coding genes (Figure 2B). 
We assessed experimental reproducibility of the two independent biological replicates 
for each time point and for each cell line and the RNA measurements were highly 
reproducible in all cases demonstrating consistency in the methods (Figure 3). 
 
Most abundant transcripts (MAT) after HCMV infection. We found that a high 
number of viral genes were differentially transcribed comparing fibroblast and epithelial 
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cells. Overall, 34 genes were highly expressed in ARPE-19 compared with MRC-5 in 
IE phase, 129 genes in E phase and 94 genes in L phase post-infection. Regarding those 
genes most expressed in MRC-5 than ARPE-19, we found 109 genes in IE, 14 genes in 
E, and 49 genes in L phase. To identify the most expressed viral transcripts during the 
course of infection of both cell types we determined the 10% most expressed genes for 
each time point and compared the profile of expression between the two cell types 
(Figure 4). During the infection of MRC-5 cells, at immediate early phase the most 
abundant transcripts were genes involved in immune evasion (US3 and US2) [34, 35], 
inhibition of apoptosis (UL36) [36], immediate early gene activation (UL26 and UL29) 
[37-39], replication and encapsulation of the viral DNA (UL51 and UL112) [40, 41], 
virus structure (UL4, UL48A and UL74A)[42, 43] and other proteins with 
uncharacterized functions (UL13, UL17 and US9)[44]. Of them, proteins UL4, UL13 
and UL36 were also detected at high abundance in ARPE-19 infected cells at immediate 
early phase, while other proteins detected were involved in immune evasion (US20, 
US18, US11, UL40, UL42 and US10) [35, 45-47], virus structure (UL78) [48] and 
other proteins with unknown functions (UL5, UL41A, US19, and US34A; Figure 4A). 
During the early phase of infection of MRC-5 cells the MAT detected were involved in  
inhibition of apoptosis (UL36) [36], viral structure (UL22A and UL78, US9) or 
unknown function (UL1 and US19). Other 5 different MAT were found during the 
infection of ARPE-19, UL21A and RL13 with unknown functions, UL44 and UL74A 
structural genes and US28 involved in immune evasion [49]. In addition, the 
glycoprotein UL4, and the genes UL17, UL40, UL41A, UL42 and US18 were the most 
abundant genes in both cell types (Figure 4B). Finally, during the late phase of infection 
we found the following MAT: UL13 and UL22A for MRC-5 while UL21A, UL74A 
and UL100 (glycoprotein M) for ARPE-19. In addition, UL4, UL5, UL17, UL40, 
UL41A, UL42, UL44, UL48A, US20, US28, and RL13were simultaneously identified 
as MAT in both cell types (Figure 4C). 
We also compared the differential expression of each MAT of MRC-5 and ARPE-19  
infected cells for each time point (Table 2). Interestingly, we found that most MAT 
were significantly different (log2 fold change >1 or log2 fold change <-1) between both 
cell types. In fact, UL5, UL40, US10, US11 and specially US18 had always higher 
expression in epithelial infected cells (log2 fold change >1) for all three time points 
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despite of the fact that UL5, UL40 and US18 were the most abundant transcripts of 
infected fibroblasts. 
 
Identification of MAT of proteins known to induce a CMV-specific immune 
response. We next selected the transcripts that were most abundant for all three time 
points. These genes were UL4, UL13, UL17 and UL48a for MRC-5 infected cells, and 
UL4, UL5, UL40, UL41A, UL42, US18 and US20 for ARPE-19. We compared the 
level of transcript expression between these identified MAT and the genes that have 
previously been used for CMV vaccine formulation such as pp65, gB, gH, gL, and IE-
1[7, 8, 50]. In all cases, the expression of the identified MAT  in MRC-5 (Figure 5A) 
and in ARPE-19 (Figure 5C) were higher than proteins tested in CMV vaccines.  
In addition, we analyzed the transcriptional level of genes that encode for proteins that 
have been previously identified to induce a CD8+ T-cell immunity [51] such as UL48, 
US32, US29, US3, UL94, UL69, UL105, UL44, UL86, UL33, UL49, US1, UL34, 
IRS1,UL36,UL37, UL45,UL116 and UL54 (Figure 5A and B). Overall, the genes able 
to induce a CD8+ T-cell response had similar levels than genes pp65, gB, gH, gL, and 
IE-1 used for CMV vaccine, although less expressed that the identified MAT. We found 
similar results for genes that code for proteins that were identified to induce a CD4+ T-
cell immunity such as UL86, UL36, UL48, UL25, UL121, US22, US23, UL69, US26, 
UL16, US3, US18, UL78, UL18, UL17, UL100, UL45, UL43, UL24, UL4, UL49, 
UL102 and UL87 [51]. Similarly to those genes recognized by CD8+ T-cell, most of the 
transcripts identified as potential inductor of CD4+ T-cell were detected at similar 
abundance than the previously used CMV vaccines but lower that the MAT (Figure 5B 
and C). 
We found that three of the identified MAT (in at least one of the time points after 
infection) encode for proteins that elicit a CD8+ T-cell response: UL44 MAT at 36 and 
48 hpi of ARPE-19 cells, UL36 MAT at 8 hpi of MRC-5 cells and at 16 hpi of ARPE-
19 cells and US3 MAT at 8 hpi of MRC-5 cells (Figure 5 A and B). We also found that 
three of the MAT identified for all three time points after infection encode for proteins 
that were described to induce a CD4+ T-cell immunity: UL17, UL4 and US18, and 
UL36 that was identified as MAT only at 8 hpi of MRC-5 cells and at 16 hpi of ARPE-
19 cells (Figure 5). 
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Discussion 
 
An extended knowledge of CMV genome expression, viral products and their function 
may help to develop effective antiviral drugs and identify new vaccine candidates. The 
introduction of high-throughput sequence techniques to obtain genomic information of 
microorganisms has revolutionized vaccine research field. Traditionally, the 
identification of potential vaccine targets has been performed based on the level of 
conservation of the antigens. However, further strategies have also been taken into 
consideration with the use of RNA-Seq [52] or DNA-microarray [53] to determine the 
transcription profile of antigens and its expression level in different conditions or 
tissues. Genes that are highly expressed during infection and have an important role in 
the pathogenesis are generally considered as potential vaccine candidates [54].  
However, these approaches have not been applied to the development of a virus vaccine 
to date. This is the first study that using high-throughput sequence techniques as RNA-
Seq analyzes the most abundant transcripts of CMV in different cells lines at different 
times after infection to search for new antigen candidates for an effective vaccine 
against CMV infection. 
Most of the transcriptome of CMV data available have been performed using fibroblast 
as model of infection [12, 21]. However, epithelial cells have been described as the first 
physiological barrier encountered by CMV during natural infection, most of the 
neutralizing antibodies found in serum samples of CMV-infected patients were involved 
in blocking epithelial cell infection but not fibroblasts and additionally some studies 
have suggested that viral gene expression are influenced by host cell factors [20]. Based 
on these premises, we analyzed differences in CMV transcriptional profile at three 
different time points during the course of infection of fibroblast and epithelial cells.  
In agreement with previous studies we found that a high number of viral genes were 
differentially transcribed in fibroblast vs. epithelial cells, which support the influence of 
the host cell factors in the viral gene expression. Towler et al. found that of the 165 
known CMV protein-coding genes, 41 and 48 were differentially regulated in 
pigmented epithelial and astrocyte cells, respectively, compared with fibroblast cells, 
and 22 of these were regulated in both epithelial and astrocyte cells.[20]. 
A number of recent advances in the study of the protective cellular and humoral specific 
immune response against CMV [15, 28, 55] and the characterization of antigens able to 
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induce both types of response have been important approaches for the identification of 
novel potential vaccine targets. A relatively extensive group of antigens have shown to 
be recognized by CD4+ T-cells or/and CD8+ T-cells in CMV-seropositive healthy adults 
[51] or recognized by human sera from different clinical setting [56, 57]. Consequently, 
they may be potential inductor of the cytotoxic immune response by the CD8+ T-cells or 
the production of neutralizing humoral response through the activation of CD4+ T-cells 
and B lymphocytes. However, very few of these antigens detected in 100% of the serum 
samples from naturally infected individuals analyzed have been taken into account for 
vaccine design: IE-1 and pp65 used as inducer of the cellular immune response [58, 59] 
or glycoprotein B (which is only involved in fibroblast cell entry) used to induce an 
antibody response [7]. In addition, the pentameric complex involved in 
epithelial/endothelial cell entry was recently considered as potential target to improve 
the clinical efficacy of the future CMV vaccine candidates [60]. These antigens, in 
addition to be main targets of the cellular or humoral response, were considered due to 
their substantial abundance in the virion, the high degree of expression or protein 
accumulation during the infection. These facts support the idea that highly expressed 
proteins if they play a role in stimulating protective host immunity may be of interest 
for vaccine development. In the present work we have identified different transcripts as 
potential vaccine candidates based on the high transcriptional level and their 
immunogenic properties since they were identified to induce a CD4+ and CD8+ T-cell 
immune response [51]. Of them, UL4, UL17, UL36, US3 and US18 may be potential 
candidates to elicit a CD4+ T-cell immune response and UL44, US3 and UL36 
candidate to elicit a CD8+ T-cell immune response. 
Previous evidences support that the CMV-specific humoral response after natural 
infection is directed to block epithelial cell but not fibroblast infection. For this reason, 
the activation of a CD4+ T-cell response targeting a protein highly expressed in 
epithelial cells may be a good alternative to induce a more protective specific humoral 
response. In this sense, the US18 also identified as NK evasion function [45] may be the 
most desirable since is the most expressed in the course of epithelial infection and is 
frequently recognized by CD4+ T-cells . Further studies are necessary to elucidate the 
function of the unknown proteins as UL17 as well as to test their capacity to evoke a 
strong humoral or T-cell response in in vivo studies.  
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In addition, the antigens encoded by UL36 and US3 may be specially interesting since 
they activate both CD4+ and CD8+ T cells, which may result in the activation of both 
the cytotoxic response against infected cells and an antibody response directed against 
the free extracellular virions. The UL36 gene encodes the viral inhibitor of caspase-8 
related with the activation of apoptosis processes [61] whereas US3 is a glycoprotein 
residing in the endoplasmic reticulum that modulate cell surface expression of MHC 
class I molecules and it is related with virus-mediated class I degradation during early 
times of infection[34]. Although it may seem paradoxical the use of a protein 
responsible for the immune evasion as an inductor of the immune system, other studies 
have also proposed this type of proteins to activate the T-cell immune response [62]. 
One of the best example is the tegument protein pp65, that despite of preventing the 
recognition of immediate-early proteins by components of the immune system and in 
addition to inhibiting the synthesis of various components involved in the host immune 
response [63], pp65 is one of the protein most used in vaccine development because of 
its capacity to induce a specific T-cell response [64]. 
In conclusion, using the transcriptional profile of CMV during the infection of fibroblast 
and epithelial cells we identified the most transcribed viral genes that are involved in 
activating T-cell response as potential novel antigens for vaccine development. 
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Table 1. Global overview of the RNASeq data of uninfected and infected cells 
 
 
 
 
 
 
 Sample (replicate) CMV mapped reads 
 
M
R
C
 
-
5 
Uninfected control (1) 1,287 
Uninfected control (2) 747 
AD169-8 hpi (1) 419,318 
AD169-8 hpi (2) 321,025 
AD169-24 hpi (1) 347,312 
AD169-24 hpi (2) 365,638 
AD169-48 hpi (1) 1,307,679 
AD169-48 hpi (2) 1,116,200 
A
R
PE
-
19
 
Uninfected control (1) 5,770 
Uninfected control (2) 4,777 
CMV BADrUL131 -16 hpi (1) 313,621 
CMV BADrUL131 -16 hpi (2) 427,743 
CMV BADrUL131 -36 hpi (1) 1,797,717 
CMV BADrUL131 -36 hpi (2) 1,589,482 
CMV BADrUL131 -48 hpi (1) 2,119,769 
CMV BADrUL131 -48 hpi (2) 2,310,159 
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Table 2. Differential transcription (fold change) of MAT during the infection of 
ARPE-19 vs. MRC5   
 
GENE 
IE  
(log2FoldChange) 
E 
(log2FoldChange) 
L   
(log2FoldChange) Function 
UL4 0.298 2.215 0.204 Glycoprotein 
UL13 -1.729 0.376 0.225 Unknown 
UL17 -1.366 1.349 1.731 Unknown 
UL48A -1.871 1.397 0.083 Structural 
UL74A -1.416 2.369 1.542 Structural 
US3 -3.263 1.000 0.437 Immune evasion 
US2 -0.773 1.475 1.199 Immune evasion 
UL51 -0.741 0.201 -0.741 Replication/encapsulation 
UL112 -1.668 1.094 0.964 Replication/encapsulation 
UL26 -1.373 1.069 1.194 Impact IE gene expression 
US9 -1.046 1.488 0.963 Unknown 
UL36 -1.026 0.618 0.984 Apoptosis 
UL100 -0.840 3.623 2.602 Glycoprotein M 
UL29 -2.205 -0.455 -0.110 Impact IE gene expression 
Ul41a 0.646 2.305 1.383 Unknown 
UL5 1.057 3.432 1.213 Unknown 
US20 1.195 1.424 0.910 Immune evasion 
UL40 1.097 2.575 1.799 Immune evasion 
UL42 0.770 2.408 1.400 Immune evasion 
US18 1.751 2.068 1.513 Immune evasion 
US34A 1.869 1.599 0.753 Unknown 
US10 1.896 2.154 2.702 Immune evasion 
US11 1.283 1.339 1.831 Immune evasion 
US19 0.724 1.337 0.794 Unknown 
UL78 0.674 1.642 1.307 Structural 
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Figure 5 
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Figure Legends 
Figure 1. Timing identification of the immediate-early (IE), early (E) and late (L) 
phases of infection by Western blot. Proteins from mock and infected MRC-5 (A) or 
ARPE-19 (B) cells at the indicated time post-infection were subjected to western blot to 
analyze the level of expression of three proteins: IE-1, ICP36 and pp65, known to be 
expressed at immediate early, early and late phases of infection, respectively.  
Figure 2. Viral transcriptome analysis overview. Pie chart showing the  proportion of 
reads obtained from RNA-seq that were assigned to CMV annotated CDS (pink), 
intergenic region (green) and non-coding gene (blue) during the infection of MRC5 (A) 
and ARPE19 (B) in the duplicate experiments (II). 
Figure 3. Reproducibility of RNA-sequencing. The correlation of reads per kilobase 
per million (RPKM) values from the viral RNA measurements of the duplicated 
experiments was analyzed for both MRC5 (A , B , C) and ARPE19 (D, E, F) infection. 
The variability of the regression model is represented by the R square value.  
Figure 4. Most abundant transcripts (MAT) after HCMV infection. The 10 % most 
abundant transcripts at immediate early (A), early (B) and late (C) phases during 
infection were selected. The RPKMs (y axis) obtained for each gene (x axis) are 
represented for the infection of MRC5 (blue line) and ARPE-19 (red line). 
Figure 5. Identification of MAT levels of proteins known to induce an CMV-
specific immune response. MAT levels were compared with those antigens 
traditionally used in the formulation of CMV vaccine and other antigens identified as 
antigenic in the bibliography.  A, B) Transcription levels expressed as reads per 
kilobase per million (RPKM; y axis) for MAT (UL113, UL17, UL4 and UL48a), 
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antigens that have previously been used for CMV vaccine formulation (pp65, gB, gH, 
gL, and IE-1) and other open reading frames (ORFs) recognized by CD8+ T-cells (A) 
and  CD4+ T-cells (B) during infection of fibroblast cells (MRC5). C, D) Transcription 
levels expressed as RPKMs (y axis) for MAT (UL4, UL40, UL41A, UL42, UL5, US18, 
US20) traditional CMV antigens (UL83, UL123, UL55, UL75,) and other ORFs 
recognized by CD8+ T-cells (C) and  CD4+ T-cells (D) during infection of epithelial 
cells (ARPE19). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
V. Resumen de resultados 
 
   
A continuación, se presentan los resúmenes de los dos artículos  incluidos en esta tesis 
doctoral. 
Artículo 1 
Título 
Use of Antibodies Neutralizing Epithelial Cell Infection to Diagnose Patients at Risk 
for CMV-Disease After Transplantation. Blanco-Lobo P, Cordero E, Martín-Gandul C, 
Gentil MA , Suárez-Artacho G, Sobrino M , Aznar J, Pérez-Romero P. 
Introducción 
La infección por CMV continúa siendo una de las principales causas de mortalidad y 
morbilidad tras el trasplante de órgano sólido (TOS) [246]. Aunque la utilidad de la 
monitorización de la respuesta celular T específica de CMV ha sido investigada en varios 
escenarios tras el trasplante, es necesario establecer puntos de corte de parámetros 
inmunológicos que puedan ser usados para determinar el riesgo de infección por CMV 
para su utilidad clínica [133, 134, 247]. En este sentido, el papel que juegan otros 
componentes del sistema inmune, como la respuesta humoral, se ha caracterizado poco 
[175-177] y la mayoría de datos relacionados con la capacidad de los anticuerpos 
neutralizantes de controlar la infección por CMV provienen de estudios de infección 
congénita [176]. Aunque la detección pre-trasplante de IgG específicas de CMV se utiliza 
para establecer el riesgo de los pacientes que reciben un trasplante de desarrollar infección 
por CMV postrasplante, la relación entre la seroconversión y los niveles de IgG tras el 
trasplante y el riesgo de desarrollar infección no se ha estudiado en profundidad. En un 
meta-análisis, en el que se analizaron 698 receptores de TOS, se relacionó el aumento de la 
supervivencia global y la reducción de la enfermedad por CMV tras la administración de 
inmunoglobulinas [178]. La mayoría de estudios de  anticuerpos neutralizantes se han 
realizado in vitro en modelos celulares de infección por CMV utilizando fibroblastos, 
aunque las células epiteliales y endoteliales constituyen la primera barrera durante la 
infección natural de CMV. Por este motivo el uso de fibroblastos como modelo de 
infección podría estar proporcionando resultados parciales de la respuesta de anticuerpos 
específicos de CMV, y sería de interés evaluar la producción de anticuerpos que 
neutralizan la infección de CMV en células epiteliales y su relación con la evolución 
clínica de los pacientes durante el primer año pos-trasplante [187-190]. De hecho, Gerna et 
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al. en un estudio con 18 mujeres  embarazadas con infección primaria por CMV y 5 
receptores de trasplante de órgano sólido mostró que la actividad neutralizante de la 
infección por CMV era 128 veces más elevada cuando se testaba en células epiteliales 
comparado con fibroblastos [190].  
La infección por CMV en receptores de TOS de alto riesgo de infección por CMV 
(pacientes seronegativos que reciben un órgano de un paciente seropositivo (D+/R-), es un 
contexto ideal para la caracterización de la respuesta inmune específica de CMV por un 
número de razones. En primer lugar, los pacientes no han tenido infección previa por CMV 
y aproximadamente un 50% de ellos desarrollan infección primaria tras la discontinuación 
de la profilaxis [130]. Por tanto, la respuesta específica de CMV puede ser caracterizada de 
novo. Además, en un estudio previo se ha demostrado que los pacientes TOS de alto riesgo 
de infección por CMV que reciben tratamiento anticipado son capaces de controlar la 
infección tras la adquisición de una respuesta inmune celular T específica de CMV [133, 
167, 177, 194, 248], por tanto sería ideal estudiar los parámetros de la respuesta inmune 
que se relacionan con la protección frente a la infección. 
Objetivo 
El objetivo de este estudio fue definir parámetros de la respuesta humoral y celular 
específica de CMV relacionados con el control de la infección por CMV y enfermedad en 
una cohorte de pacientes TOS de alto riesgo de infección por CMV (D+/R-). 
Metodología 
Se llevó a cabo un estudio prospectivo observacional en el que se incluyeron pacientes de 
alto riesgo (D+/R-) de infección por CMV desde Abril del 2007 a Diciembre del 2014. El 
seguimiento de los pacientes se realizó mediante extracción de muestras de sangre de 
forma semanal durante los 3 primeros meses tras el trasplante, cada dos semanas entre los 
meses 3 y 6, y mensualmente hasta finalizar el primer año pos-trasplante. Todos los 
pacientes recibieron terapia anticipada, que consistía en valganciclovir (900 mg/12hr) 
cuando el resultado de la monitorización virológica por PCR a tiempo real era superior al 
límite de detección de la técnica. El tratamiento continuaba durante dos semanas o hasta 
finalizar el episodio de replicación, definido como el periodo de tiempo con viremia 
detectable (por encima del límite de detección). Los episodios de replicación que ocurrían 
tras la detección de una respuesta celular específica no fueron tratados y pacientes fueron 
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monitorizados [133]. Sin embargo, si se producía un incremento significativo de la carga 
viral (duplicada en un periodo de 24 horas) los pacientes fueron tratados para evitar un 
aumento incontrolado de la misma.  
La monitorización de la respuesta celular T se realizó mediante la cuantificación de los 
linfocitos CD4+ y CD8+ específicos de CMV productores de IFN−γ por citometría de flujo. 
Los porcentajes de CD4+ y CD8+ activados fueron normalizados al control negativo y se 
consideraron positivos aquellas muestras cuyo porcentaje de CD8+CD69+ que expresaban 
IFN-γ superaba el 0,25%. 
El título de anticuerpos neutralizantes se determinó 2 semanas después del trasplante, 5 
semanas después de cada episodio de replicación y al final del seguimiento por ensayo de 
microneutralización [249]. El título de anticuerpos neutralizantes fue definido como el 
título del suero del paciente que reducía en un 50% la infección comparado con un control 
infectado. De esta forma, los títulos de anticuerpos neutralizantes se determinaron usando 
la siguiente fórmula: [(media DO de células VC)-(media DO de células CC)]/2.   
Finalmente, los anticuerpos IgG fueron cuantificados usando Elecsys 2010 (Roche) y las 
muestras fueron consideradas positivas cuando eran mayores de 1 IU/ml.  
La significación estadística de las diferentes medianas se realizó aplicando el test de 
Mann–Whitney y Wilcoxon.  Para el análisis de variables categóricas se realizaron el test 
de Chi-cuadrado o test exacto de Fisher. Las diferencias fueron consideradas 
estadísticamente significativas para valores de p menor de 0.05. Para determinar el punto 
de corte de anticuerpos neutralizantes que correlacionaba con protección frente a CMV se 
realizó una curva ROC. La sensibilidad, especificidad, PPV y NPV se obtuvieron mediante 
el software G-Stat (version 2.0). Finalmente la correlación entre variables se analizó 
mediante el test de correlación de Pearson y modelos de regresión logística se usaron para 
estudiar el efecto de la respuesta inmune en la protección frente a CMV. Todos los análisis 
estadísticos se realizaron con ayuda de la versión 15.0 del SPSS.  
Resultados y discusión 
Aunque varios estudios han demostrado que la respuesta celular T específica de CMV se 
asocia con la aclaración espontánea de la viremia de CMV, un pequeño porcentaje de 
pacientes con una respuesta celular T positiva están aún en riesgo de desarrollar 
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enfermedad tardía por CMV. Por ello en este estudio analizamos parámetros de la 
respuesta inmune humoral específica de CMV como los anticuerpos IgG o anticuerpos 
neutralizantes tras el trasplante. En concordancia con estudios previos, encontramos un 
perfil de seroconversión muy heterogéneo en el tiempo y con niveles de IgG altamente 
variables tras el trasplante que no se relacionó con el número de eventos de replicación y 
con la carga viral. Por tanto, concluimos que la serología tiene una escasa utilidad clínica 
como predictor de desarrollo de enfermedad por CMV tras el trasplante. 
Una de las principales novedades de nuestro estudio es que demostramos que los pacientes 
con serología pretrasplante negativa para CMV desarrollan de novo una inmunidad 
humoral mediada por un amplio rango de anticuerpos neutralizantes. Nuestros resultados 
corroboran una asimetría en la cinética de producción de anticuerpos neutralizantes, con 64 
veces más anticuerpos neutralizantes de la infección de células epiteliales en comparación 
con anticuerpos neutralizantes que bloquean infección de fibroblastos en estos pacientes al 
final del seguimiento. Aunque no encontramos relación entre los títulos de anticuerpos 
capaces de bloquear la infección de fibroblastos y la protección frente a la infección o la 
progresión clínica del paciente tras el trasplante, sí fuimos capaces de definir un punto de 
corte de títulos de anticuerpos neutralizantes de infección de epitelio (≥480) que se 
correlaciona con la disminución de la infección y la protección frente a la enfermedad por 
CMV.  
 Nuestros resultados sugieren que la cuantificación de los títulos de anticuerpos 
neutralizantes de la infección de células epiteliales (título≥480), además de la respuesta 
celular T (CD8+ IFN-γ +≥0,25%), podría ser útil para distinguir entre pacientes que 
requieren una monitorización más cercana y aquello que presentan un menor riesgo de 
desarrollar enfermedad por CMV. De esta forma, la combinación de la monitorización 
virológica e inmunológica de los pacientes podría optimizar la administración de la terapia 
anticipada en pacientes de alto riesgo de infección por CMV. Sin embargo, será necesario 
llevar a cabo estudios prospectivos con cohortes de pacientes más numerosas para 
confirmar los resultados presentados.   
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Artículo 3 
Título 
Using Transcriptional Profile During Cytomegalovirus Infection of Human 
Fibroblast and Epithelial Cells for Antigen Identification . Blanco-Lobo P, Rueda A, 
López FJ, Vela-Boza A, Pérez-Romero P 
Introducción 
La infección por CMV es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en 
individuos inmunodeprimidos como son los pacientes trasplantados de órgano sólido [246] 
además de estar asociada a daños neurológicos en el feto cuando se produce una infección 
primaria durante el embarazo [250]. Por ello, el instituto de medicina americano (IOM) el 
ha identificado el desarrollo de una vacuna frente a CMV como una prioridad de salud 
pública. Desde los años 70, se han desarrollado varios candidatos de vacunas incluyendo 
vacunas de virus atenuados, péptidos o proteínas recombinantes, plásmidos de ADN, 
partículas víricas no infectivas (témino en inglés virus like particle), y vectores con 
proteínas de la envuelta [149]. El número de antígenos de CMV evaluados como 
candidatos de vacuna en ensayos preclínicos y clínicos  ha sido relativamente bajo. La 
mayoría de estas vacunas, excepto la vacuna basada en virus atenuados, se han formulado 
usando la glicoproteína gB [230] para promover una respuesta humoral y las proteínas IE-1 
y pp65 para promover una respuesta celular, especialmente de linfocitos T [231]. Sin 
embargo, ninguna de ellas ha llegado a ser licenciada hasta la fecha para su uso en 
humanos, por lo que sigue existiendo la necesidad de evaluar nuevos antígenos virales 
como candidatos de vacuna frente a CMV que puedan inducir una respuesta inmune más 
robusta aumentando los efectos protectores de la vacunación. 
Debido a la gran cantidad de ORFs del genoma de CMV, la caracterización de la respuesta 
inmune inducida por cada una de las proteínas de forma individual requeriría mucho 
tiempo y un coste elevado. En este contexto, el uso de las nuevas tecnologías emergentes, 
genómica, transcriptómica y proteómica, podrían ser útiles para identificar antígenos 
virales con las características deseables para el diseño de una vacuna.  Las técnicas basadas 
en el análisis de transcriptoma, pueden identificar genes virales altamente expresados 
durante la infección de diferentes tipos celulares, como han sugerido estudios recientes en 
los que se empleaba el RNA-Seq para caracterizar el transcriptoma de CMV humano y 
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murino durante la infección [232, 233]. Los productos de estos genes podrían ser 
interesantes para el desarrollo de vacunas como antígenos capaces de estimular la respuesta 
celular dirigida a células infectadas. El hecho de que estudios de transcriptómica basados 
en  microarray demuestren que los genes que codifican para IE-1 y pp65,  que inducen una 
respuesta celular que correlacionada con el control de la replicación viral [251-253] están 
altamente expresados durante la infección [254] apoyan esta hipótesis. 
La introducción de la tecnología de Secuenciación de Nueva Generación (NGS) para la 
secuenciación de ADN y ARN ha revolucionado el estudio de la biología molecular y 
genómica y ha permitido la identificación de nuevas ORFs o no anotadas [255]. El análisis 
del transcriptoma de fibroblastos infectados con la estirpe Merlin (a las 72 horas pos-
infección) utilizando RNA-Seq demostró que la transcripción del genoma de CMV es más 
compleja y multifacética que lo que se había descrito hasta la fecha con un gran número de 
regiones codificantes de proteínas, eventos de splicing alternativo y ARNs no codificante 
como transcritos solapados y antisentido [232].  
Aunque los estudios transcripcionales realizados en CMV se han centrado en la 
caracterización de la expresión de genes virales durante la infección y han proporcionado 
información importante aunque parcial. Por ejemplo, en estudios en los que utilizan 
microarray se ha determinado la abundancia relativa sólo de los tránscritos incluidos en el 
diseño del array. Por su parte, los estudios de transcriptoma de CMV utilizando RNA-Seq 
se realizaron utilizando únicamente el modelo de fibroblasto. Aunque el modelo de 
infección por CMV de fibroblastos ha sido el más utilizado, CMV es capaz de infectar un 
gran número de tipos celulares estableciendo una interacción compleja con el hospedador.  
Por ejemplo, las células epiteliales juegan un papel importante durante la transmisión inter-
hospedador de la infección por CMV ya que constituye la principal barrera de entrada 
durante la infección natural. Además, nuestros datos y otros de estudios previos han 
demostrado que los anticuerpos neutralizantes específicos de CMV que bloquean la 
infección de fibroblastos están presentes a bajos niveles en el suero de pacientes durante el 
curso de la infección, mientras que la mayoría de anticuerpos neutralizantes detectados 
están principalmente dirigidos a bloquear la infección de células epiteliales. En conjunto 
estos resultados podría indicar que las células epiteliales pueden jugar un papel esencial 
durante la infección y diseminación de la infección por CMV in vivo. 
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Objetivo 
Analizar y comparar mediante Secuenciación de Nueva Generación (NGS) el perfil de 
expresión de los genes de CMV durante la infección de fibroblastos y células epiteliales 
para identificar los tránscritos virales más y diferencialmente expresados durante la 
infección de ambos tipos celulares, para identificar antígenos potenciales para el diseño de 
una vacuna.  
 
Metodología 
 
La identificación del mejor tiempo pos-infección que representara las tres fases temporales 
de expresión de los genes de CMV (inmediatamente temprana IE, temprana E y tardía L) 
tanto en fibroblastos MCR-5 como en epitelio ARPE-19 se realizó detectando el pico de 
expresión de proteínas expresada en las fases IE (proteína IE-1), E (ICP36), y L (pp56) en 
ambos tipos celulares por western blot. 
Para preparar el ARN de células infectadas y no infectadas por CMV para el análisis por 
RNA-Seq, las células MRC-5 y ARPE-19 en frasco de cultivo de 75cm2 fueron infectadas 
a 3 M.O.I con las estirpes AD169 y  BADrUL131-Y4, respectivamente y el ARN fue 
extraído a las 8, 24, y 48 horas pos-infección para las MRC-5 y a las 16, 36 y 48 horas para 
ARPE-19, todas ellas por duplicado. La calidad y pureza de las preparaciones de ARN fue 
determinada por absorbancia y la integridad del ARN fue comprobada por electroforesis 
previamente a la construcción de las librerías para su análisis por RNA-Seq. 
Para realizar los análisis bioinformáticos, las lecturas o reads únicas se mapearon frente a 
una secuencia de referencia formada por el Genoma Humano (build GRCh37, hg19) y el 
Genoma del virus (HCMV AD169 strain, GenBank accession no. X17403). Se realizaron 
dos rondas de mapeo: el primer paso de mapeo se llevó a cabo usando TopHat v1.4.1 
[256]. A continuación, las reads que no mapearon fueron re-mapeadas usando SHRIMP 
v2.2.3 [257]. Los resultados obtenidos de ambos mapeos  fueron fusionados y el conteo de 
las reads para cada gen se obtuvo usando  el paquete HTSeq-count (intersection non-empty 
mode) con las anotaciones de humano (ENSEMBL) y del genoma del virus. A 
continuación, se identificaron los transcritos más abundantes (MAT). Para ello, los valores 
de RPKM fueron calculados desde los conteos de cada gen [258]. La lista de MAT fue 
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calculada basándonos en el 10% de transcritos más abundantes para cada tipo de muestra 
(MRC-5 o ARPE-19) en cada tiempo (IE, E, L).  
 
Resultados y discusión 
 
Determinamos los tiempos a los que los niveles de proteínas fueron similares para ambos 
tipos celulares siguientes: 8hpi (IE-1), 24 hpi (ICP36) y 48hpi (pp65) para MRC-5; y 16 
hpi (IE-1), 36 hpi (ICP36)  y 48hpi (pp65)  para ARPE-19.  
Los resultados de las réplicas biológicas de RNA-Seq para cada uno de los tiempos durante 
la infección de ambos tipos celulares fue altamente reproducible. Nuestros resultados 
demuestran que una gran cantidad de transcritos virales diferían entre ambos tipos 
celulares infectados por CMV, fibroblastos vs. células epiteliales. Los niveles de los MAT 
expresados en reads per kilobase of transcript per million mapped reads (RPKM) eran en 
general siempre mayores comparados con los RPKM de las proteínas utilizadas en estudios 
previos como vacunas. Además, observamos que los MAT UL4, UL17 y US18 son 
inductores de una respuesta de células T CD4+, mientras que UL44, UL36 y US3 inducen 
una respuesta de células T CD8+.  Postulamos que los genes más expresados durante la 
infección por CMV si además tienen un papel importante en la estimulación de una 
respuesta inmune específica frente a CMV podrían ser buenos candidatos para el desarrollo 
de una vacuna frente a CMV.  En base a esta hipótesis, UL36 y US3 transcritos altamente 
expresados podrían ser de especial interés por su capacidad de activar tanto una respuesta 
de células T CD4+ como CD8+, activando tanto una respuesta citotóxica, como de 
anticuerpos neutralizantes específicos de CMV. Además, debido a que las células 
epiteliales son la primera barrera biológica encontrada por CMV y que la respuesta 
humoral específica de CMV tras la infección natural está dirigida especialmente a bloquear 
la infección de células epiteliales, US18, detectado en nuestro estudio como el mayor MAT 
durante las tres fases de infección por CMV de células epiteliales, podría ser un buen 
candidato a vacuna ya que además presenta la capacidad de activar la respuesta celular 
mediada por células T CD4+.  
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 A pesar del desarrollo de nuevas técnicas de diagnóstico y las ventajas aportadas 
por las diferentes estrategias de tratamiento, la infección por CMV continúa siendo una de 
las principales causas de morbilidad y mortalidad tras el trasplante. Los receptores de 
trasplante seronegativos (R-) que reciben un órgano de un paciente seropositivo (D+) 
presentan un mayor riesgo de desarrollo de infección y enfermedad por CMV en 
comparación con los trasplantes realizados en el contexto de otras combinaciones 
serológicas. Los pacientes D+/R- pueden considerarse un contexto ideal para el estudio de 
la infección y de la inmunidad específica frente a CMV por varias razones. En primer 
lugar, estos pacientes no han desarrollado infección previa por CMV y aproximadamente 
el 50% de ellos desarrollan infección primaria durante el primer año pretrasplante tras la 
discontinuación de la profilaxis [130], por tanto la inmunidad específica frente a CMV 
puede ser caracterizada de novo. Además, estudios previos en estos pacientes de alto riesgo 
que reciben tratamiento anticipado han demostrado que tras la adquisición de una respuesta 
de células T específicas de CMV son capaces de controlar la infección por CMV sin 
necesidad de tratamiento lo que supone un marco ideal de estudio de la capacidad 
protectora de la inmunidad [133, 167, 177, 194, 248] 
 Una limitación sin embargo es la baja incidencia del trasplante de alto riesgo 
(D+/R-), que dificulta considerablemente la  inclusión de los pacientes en este tipo de 
estudios. En general, de las estrategias empleadas para prevenir la enfermedad por CMV la 
profilaxis universal es la recomendada por las guías de tratamiento actuales para prevenir 
la infección por CMV en receptores TOS de alto riesgo de infección por CMV (R-/D+) 
[80, 259-261]. Por este motivo la mayoría de estudios publicados en pacientes de alto 
riesgo utilizan profilaxis universal para prevenir la infección por CMV. Se han realizado 
un número relativamente bajo de estudios en el contexto de terapia anticipada, 
probablemente también debido a la complejidad de implementar esta estrategia en la rutina 
clínica. En estudios previos realizados en nuestro grupo demostramos que la estrategia de 
tratamiento anticipado es segura y efectiva para la prevención de enfermedad por CMV en 
pacientes TOS de alto riesgo [138, 262-265]. Además en estos pacientes, la adquisición de 
la inmunidad específica de células T frente a CMV ocurre de forma temprana tras el 
trasplante probablemente como resultado de la interacción entre el sistema inmune del 
paciente y el virus durante los periodos de viremia monitorizadas [133, 134, 266]. Esta 
respuesta se relacionó con una menor incidencia de replicación por CMV, un aumento de 
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los casos de aclaración espontánea de la viremia y una menor incidencia de enfermedad 
por CMV postrasplante [133]. En este contexto, se ha debatido ampliamente la posibilidad 
de utilizar la determinación de la respuesta de células T (CD8+IFN-γ+) específica frente a 
CMV para la monitorización tras el trasplante e incluso en el periodo pretrasplante para 
predecir el riesgo de infección por CMV y de enfermedad tardía postrasplante [167, 169, 
170, 194, 247]. A pesar del efecto terapéutico que presenta la inmunidad celular frente a 
CMV, una minoría de pacientes de hasta el 10% continúa desarrollando enfermedad tardía 
por CMV a pesar de contar con inmunidad específica frente a CMV [167, 247]. Este hecho 
podría sugerir que el punto de corte para definir la respuesta celular específica de CMV 
positiva debe ser incrementado, o bien, que deberían considerarse además otros 
marcadores del sistema inmune adaptativo, como por ejemplo el nivel de anticuerpos 
neutralizantes, para monitorizar a los pacientes trasplantados.  
Las principales novedades este trabajo son:  
 1) Se trata de un estudio en el que los pacientes con inmunidad celular no reciben 
tratamiento anticipado para promover el aclaramiento espontáneo siendo monitorizados 
para evitar eventos incontrolados de replicación. 
 2) Es el primer estudio en el que se caracteriza tras el trasplante la cinética de la 
adquisición de la respuesta inmunidad humoral de anticuerpos neutralizantes, de la 
seroconversión y la inmunidad celular en una cohorte de receptores de trasplante de órgano 
sólido de alto riesgo de infección por CMV (D+/R-).  
 3) Es el primer estudio en caracterizar la relación de la respuesta inmune celular y 
humoral y su relación con la protección frente a la infección postrasplante y proponer 
puntos de corte de protección frente a la enfermedad por CMV.  
 
 En el estudio desarrollado en esta tesis en una cohorte de receptores de TOS D+/R- 
confirmamos que el tratamiento anticipado es seguro y eficaz ayudando al desarrollo de 
novo de una respuesta inmune de linfocitos CD8+ IFN-γ+ específica de CMV. Además, en 
concordancia con los datos publicados anteriormente en nuestro laboratorio encontramos 
una correlación inversa entre la cinética de adquisición de novo de una respuesta celular 
específica de CMV y la incidencia de episodio de replicación, con un menor número de 
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episodios, de menor duración y por tanto una disminución en la administración de 
tratamiento antiviral. Adicionalmente, para ampliar el estudio de la inmunidad específica y 
como principal novedad de este estudio se analizó la cinética de adquisición de la respuesta 
humoral mediada por anticuerpos neutralizantes. Observamos que la adquisición de 
anticuerpos neutralizantes frente a la infección por CMV es más tardía comparada con la 
respuesta de células T, y se relaciona con la protección frente a la infección y 
especialmente frente a enfermedad por CMV. Asimismo, logramos establecer un punto de 
corte de títulos de anticuerpos que neutralizan la infección de células epiteliales 
(AbNEI≥480) que se asoció con la protección frente a la infección por CMV y frente al 
desarrollo de enfermedad. En la cohorte estudiada, ninguno de los pacientes con respuesta 
inmune de linfocitos CD8+ IFN-γ+ específica de CMV y con títulos de anticuerpos 
neutralizantes de infección de células epiteliales superior al punto de corte establecido 
desarrolló enfermedad por CMV.  
 
Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral serán discutidos en detalle a continuación.  
 
Infección y enfermedad por CMV en el paciente trasplantado de alto riesgo  (D+/R-) 
que recibe tratamiento anticipado. 
 Como se ha introducido previamente los receptores de órgano sólido seronegativos, 
sin inmunidad específica frente a CMV, que reciben un órgano de un donante seropositivo 
para CMV son especialmente vulnerables a la infección por CMV.  Concretamente, los 
pacientes trasplantados de riñón, corazón o hígado de alto riesgo (D+/R-) presentan una 
probabilidad de entre un 30-75% de desarrollar una infección por CMV tras discontinuar la 
profilaxis [130, 267]. En el presente estudio el 93,6 % de los pacientes de alto riesgo que 
recibieron tratamiento anticipado desarrollaron al menos un episodio de replicación, una 
incidencia similar a la publicada por otros estudios en los que se describe la prevalencia de  
infección en torno al 80% en estos pacientes [37, 268]. El análisis de la cinética de 
replicación de CMV en la cohorte estudiada demostró que la infección primaria se 
producía con una mediana de 4 semanas postrasplante coincidiendo con otros resultados 
publicados por otros autores [133, 268, 269]. De acuerdo a la bibliografía [37, 138, 270], 
estos episodios de infección primaria se caracterizaron por desarrollar picos de cargas 
virales más elevados y por tanto, una mayor duración de tratamiento comparado con los 
episodios de recurrencia. Por otro lado, un 38% de los episodios de recurrencia no 
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necesitaron tratamiento, probablemente debido a la adquisición previa de una inmunidad 
específica frente a CMV. Aquellos episodios recurrentes en los que se necesitó tratamiento, 
se caracterizaron por cargas virales inferiores que los episodios de infección primaria, lo 
que explica la menor duración de los tratamientos administrados. 
 Respecto a la enfermedad por CMV, se ha estimado que en pacientes de alto riesgo 
la incidencia de enfermedad tardía tras discontinuar la profilaxis puede ser incluso de entre 
el 30% y el 40% [130]. En la cohorte estudiada en este trabajo identificamos 4 (8.5 %) 
casos de enfermedad, uno de los cuales podría ser explicado por el incumplimiento del 
protocolo de monitorización por parte del paciente. Todos los casos identificados tuvieron 
una evolución favorable. La  incidencia de enfermedad es variable, y depende de la 
estrategia de tratamiento utilizada así como de la serología del receptor [129, 167]. La baja 
tasa de enfermedad encontrada en nuestro estudio confirma que la monitorización de los 
receptores de TOS de alto riesgo (que reciben tratamiento anticipado), mediante la 
determinación de la inmunidad específica en paralelo a la monitorización de la infección 
como guía de administración del tratamiento es una estrategia segura y efectiva en la 
prevención de enfermedad por CMV y que promueve el desarrollo de una inmunidad con 
efecto terapéutico. 
 
Papel de la inmunidad celular específica de células T en el control de la infección y 
enfermedad por CMV. 
 
 Los resultados obtenidos demuestran que la administración del tratamiento 
anticipado en una cohorte de pacientes de alto riesgo de infección por CMV promueve la 
adquisición de una respuesta celular específica de células T protectora frente a la infección. 
Tomando como punto de corte un porcentaje de linfocitos T CD8+ activados que expresan 
IFN-γ de 0,25 %, el 89,3% de los pacientes desarrollaron una respuesta celular positiva a lo 
largo del seguimiento. Tratando de profundizar en el papel de la respuesta celular 
específica de células T frente a la infección de CMV, numerosos trabajos han revelado que 
los linfocitos T CD4+ y T CD8+ tienen un papel fundamental en la respuesta adaptativa 
frente a CMV [266, 271-273]. Recientemente,  Oriol et al. [167] demostraron que los 
niveles de IFN-γ medidos tras la estimulación in vitro en pacientes de alto riesgo D+/R- 
(que recibieron la estrategia profiláctica frente a la infección por CMV) se correlacionaba 
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con el riesgo de desarrollar enfermedad por CMV una vez finalizado el periodo 
profiláctico. Los pacientes con un test positivo de inmunidad presentaban una menor 
incidencia de enfermedad por CMV cuando lo comparaban con pacientes cuyas 
determinaciones eran negativas o indeterminadas (6,4 % vs 22,2 % vs 58,3%, 
respectivamente; p<0.001). Sin embargo, este tema es controvertido ya que otros estudios 
no han encontrado asociación entre la producción de IFN-γ  por células CD4+ y CD8+ 
específicas de CMV y la protección frente a la infección o enfermedad por CMV [171, 
274]. A pesar de ello, numerosas evidencias apoyan la monitorización de la respuesta 
inmune celular como estrategia de control del riesgo de infección y enfermedad en el 
periodo postrasplante [275, 276]. Sin embargo, existen pocos estudios de intervención en 
los que se demuestre que efectivamente la adquisición de la inmunidad específica frente a 
CMV es protectora frente a subsiguientes eventos de replicación. En el presente estudio de 
intervención confirmamos que la adquisición de la respuesta inmune específica de 
linfocitos T CD4+ y CD8+ tiene un efecto terapéutico frente a la infección por CMV ya que 
se relaciona con un número elevado de eventos de replicación que aclaran 
espontáneamente, además de una menor incidencia de replicación postrasplante, y con 
cargas virales pico menores. Como consecuencia, el número de pacientes tratados tras la 
adquisición de la respuesta inmune es menor, y en los casos en los que los pacientes 
reciben tratamiento, el periodo de administración es de menor duración. 
 A pesar del efecto terapéutico observado, Kumar et al.[247] y Oriol et al. [167] han 
descrito desarrollo de enfermedad en el 10 % y 6,4%, respectivamente de los pacientes 
trasplantados de alto riesgo estudiados, a pesar de contar con una inmunidad de células T 
CD8+IFN-γ+ específica frente a CMV, y en el presente estudio del 4,2 %. En nuestra 
cohorte, dos de los cuatro pacientes que desarrollaron enfermedad presentaban una 
inmunidad específica de células T CD8+IFN-γ+ positiva con niveles superiores al 0,25%. 
Es probable, por tanto, que en base a los diferentes puntos de corte  de células reactivas a 
antígenos de CMV establecidos hasta la fecha para predecir protección frente a CMV, 
entre un 4-10 % de los pacientes D+/R- continúen en riesgo de desarrollar enfermedad por 
CMV. Estos resultados invitan a la reconsideración de dos aspectos no planteados hasta el 
momento: la posibilidad de incrementar el punto de corte de linfocitos T CD8+IFN-γ+ para 
asegurar la protección del 100% de los pacientes frente a enfermedad por CMV o bien la 
consideración de otro tipo de respuesta adaptativa o marcadores inmunológicos 
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alternativos que puedan estar actuando de forma paralela como mediadores importantes en 
la protección frente a la infección y enfermedad por CMV. En este sentido, un incremento 
del punto de corte de adquisición de una respuesta T específica podría no ser la opción  
más eficaz, dado que en los pacientes que desarrollan enfermedad con inmunidad 
específica de células T CD8+IFN-γ+ positiva tuvieron niveles altos de IFN-γ, 0,3% y 0,9 %, 
respectivamente. Para establecer un punto de corte de linfocitos T CD8+IFN-γ+ de 
protección frente a la enfermedad por CMV mayor de 0,25% sería necesario considerar dos 
aspectos: que el punto de corte sea lo suficientemente restrictivo que asegurara que la 
inmunidad protege de enfermedad, pero que a su vez, no sea demasiado elevado para evitar 
que pacientes que no están en riesgo de enfermedad o son capaces de controlar la infección 
por sí mismos recibieran tratamiento por no haber adquirido el punto de corte de linfocitos 
T CD8+IFN-γ+  establecido.  
En el siguiente apartado se analiza la consideración de otro tipo de respuesta adaptativa o 
marcadores inmunológicos alternativos. 
 
Papel de la inmunidad humoral en el control de la infección y enfermedad por CMV. 
 
 El estado serológico del donante y del receptor a través de la cuantificación de 
anticuerpos IgG específicos de CMV es utilizado en la actualidad como marcador para 
predecir el riesgo de enfermedad por CMV tras el trasplante como indicador de infección 
previa y desarrollo de inmunidad frente a CMV. En este contexto, Humar et al. 
defendieron la utilidad de la medición de IgG específicas de CMV a los 6 meses 
postrasplante en pacientes de alto riesgo de infección por CMV, en los que la 
seroconversión se relacionó con un menor riesgo de enfermedad [106]. No obstante, la 
relevancia clínica de la monitorización de la serología tras el trasplante ha sido cuestionada 
por diversos estudios que describen una respuesta de anticuerpos IgG semejante entre 
pacientes sintomáticos y asintomáticos [277-279]. En nuestro estudio investigamos la 
seroconversión y los niveles de IgG específicas de CMV tras el trasplante y su relación con 
la protección frente a la infección por CMV en pacientes TOS de alto riesgo. En 
concordancia con estudios previos, encontramos un perfil de seroconversión muy 
heterogéneo en el tiempo y con niveles de IgG altamente variables tras el trasplante que no 
se relacionó con el número de eventos de replicación y con la carga viral [106]. Además, 
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un 42,6% de los pacientes tuvieron una seroconversión muy temprana tras el trasplante en 
alguno de los casos incluso anterior a eventos detectados de replicación lo que evidencia la 
falta de relación entre la seroconversión y la replicación por CMV. No encontramos 
diferencias en la incidencia de infección entre los pacientes con seroconversión temprana 
respecto a los que seroconvirtieron de forma más tardía, ni en el número de episodios de 
replicación totales durante el seguimiento, o en las cargas virales pico. En este sentido, no 
se encontró relación entre los títulos de IgG y el desarrollo de enfermedad, ya que tres de 
los cuatro pacientes que desarrollaron enfermedad presentaban serología positiva para 
anticuerpos IgG con niveles entre 3,7 UI/ml -15,4 UI/ml.  Por tanto, concluimos que la 
serología tiene una escasa utilidad clínica como predictor de desarrollo de enfermedad por 
CMV tras el trasplante.  
 El conjunto de resultados expuestos hasta el momento indican que sería de utilidad 
definir nuevos marcadores de protección frente a CMV para identificar pacientes con 
menor riesgo de desarrollo de enfermedad por CMV y los que requieren un seguimiento 
más estrecho tras el trasplante.  
 Los anticuerpos neutralizantes y su relación con la protección frente a la infección 
por CMV ha sido estudiado de forma más secundaria. En la mayoría de trabajos en los que 
se estudia los anticuerpos neutralizantes frente a CMV se han utilizado estirpes de 
laboratorio en el contexto de fibroblastos [280]. Sin embargo, CMV establece una 
interacción compleja con el hospedador, infectando un gran número de tipos celulares 
distintos in vivo, entre ellos no sólo fibroblastos, sino también células epiteliales, 
endoteliales, células del músculo liso y macrófagos [187]. De ellas, las células epiteliales 
juegan un papel central por ser la primera barrera de infección a partir de la cual la 
infección se disemina a otras células adyacentes [187, 281]. Estudios recientes han 
demostrado que el mecanismo de entrada de CMV varía en función de la célula 
hospedadora. Durante la entrada en fibroblastos la glicoproteína gB y los complejos 
gH/gL/gO y gM/gN del virus participan en el reconocimiento y unión a los receptores 
celulares [14, 183, 282], mientras que en las células epiteliales el complejo pentamérico  
gH/gL/pUL128-131a es indispensable para la infección [184-186, 283]. Sin embargo, en 
las estirpes de laboratorio como AD169 usada comúnmente para la cuantificación de 
anticuerpos neutralizantes este complejo no es funcional, ya que contiene una mutación 
que implica un cambio en la pauta abierta de lectura del locus UL128-131, y le impide la 
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correcta formación del complejo y por consiguiente la infección de células epiteliales [12, 
284]. Por este motivo, los estudios previos, en los que se han utilizado suero de pacientes 
para determinar los anticuerpos neutralizantes presentes, han utilizado un modelo de 
fibroblastos para la  infección por CMV. Por tanto, hasta la fecha existe pocas evidencias 
sobre el espectro de anticuerpos presentes en el suero de pacientes tras la infección capaces 
de reconocer las proteínas pUL128, pUL130 y pUL131A que participan en la infección del 
epitelio. En el presente estudio además del modelo de infección de fibroblastos utilizado 
como referencia, hemos utilizado un modelo de infección de células epiteliales para 
estudiar la cinética de anticuerpos neutralizantes presentes en el suero de los pacientes tras 
el trasplante.  
 Una de las principales novedades de nuestro estudio es que demostramos que los 
pacientes con serología pretrasplante negativa para CMV desarrollan de novo una 
inmunidad humoral mediada por un amplio rango de anticuerpos neutralizantes. Como se 
ha apuntado previamente los datos previos disponibles demuestran que el título de 
anticuerpos neutralizantes en un grupo de mujeres embarazadas y de receptores de 
trasplante de órgano sólido era 128 veces más elevado frente a células epiteliales que frente 
a fibroblastos [190]. En esta línea, el estudio realizado por Cui et al. demostró que  la 
vacunación de individuos seronegativos con la cepa Towne atenuada (carente del complejo 
pentamérico gH/gL/pUL128-131a requerido para la infección de células epiteliales) y la 
gB adyuvantada con MF59 inducía un título de anticuerpos capaces de neutralizar la 
infección de células epiteliales entre 28 y 15 veces más bajo que la infección natural, en la 
que sí estaría presente el complejo pentamérico gH/gL/pUL128-131a [249].  
 Nuestros resultados del análisis comparativo de anticuerpos neutralizantes de 
células epiteliales y fibroblastos, corroboran una asimetría en la cinética de producción de 
anticuerpos neutralizantes. De hecho, al final del seguimiento, los pacientes de alto riesgo 
tenían 64 veces más anticuerpos neutralizantes de la infección de células epiteliales en 
comparación con anticuerpos neutralizantes que bloquean infección de fibroblastos.  
 Aunque no encontramos relación entre los títulos de anticuerpos capaces de 
bloquear la infección de fibroblastos y la protección frente a la infección o la progresión 
clínica del paciente tras el trasplante, definimos un punto de corte de títulos de anticuerpos 
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neutralizantes de infección de epitelio (≥480) que se correlaciona con la disminución de la 
infección y la protección frente a la enfermedad por CMV.  
 En conjunto, todos estos resultados sugieren que durante la infección natural por 
CMV la respuesta de anticuerpos neutralizantes está principalmente dirigida a los 
receptores virales involucrados en la infección de células epiteliales y en menor medida de 
fibroblastos.  
 Estudios previos en individuos inmunocompetentes demostraron que los 
anticuerpos cuya diana era el complejo pentamérico gH/gL/pUL128-131a estaban 
directamente relacionados con el control de la infección en un grupo de 44 individuos 
sanos (13 seronegativos, 20 seropositivos y 11 mujeres embarazadas con infección 
primaria) [285]. Además, se demostró que el pool de inmunoglobulinas (CMV-IG 
Cytogam), cuya administración a pacientes trasplantados de órgano sólido se asoció con 
una menor incidencia de enfermedad [286], estaba principalmente formado por anticuerpos 
dirigidos al complejo gH/gL/pUL128-131a y no a la glicoproteína B [178, 287]. 
Finalmente, en el contexto de la infección congénita también se ha valorado la 
contribución de los anticuerpos que neutralizan infección de células epiteliales in vitro en 
la protección frente a infección congénita. Siguiendo en este contexto, Gernini et al. 
usando suero de 23 mujeres embarazadas observaron una asociación entre altos niveles de 
anticuerpos que bloqueaban la infección in vitro de células epiteliales y un menor riesgo de 
infección congénita por CMV sugiriendo de nuevo que el complejo pentamérico es una de 
las dianas principales de la inmunidad maternal mediada por anticuerpos [188].    
 Nuestros resultados han demostrado por primera vez que durante la infección 
primaria del receptor de órgano sólido de alto riesgo la interacción entre virus y 
hospedador durante la estrategia de tratamiento anticipado no sólo promueve una respuesta 
celular temprana (con una mediana de 15 semanas) sino también una respuesta de 
anticuerpos neutralizantes un poco más tardía (con una mediana de 31 semanas). La 
incidencia de infección por CMV tuvo una relación inversa con la adquisición de un título 
de anticuerpos neutralizantes de células epiteliales ≥480. Sólo un 22,9 % de pacientes 
desarrollaron episodios de replicación posteriores a la adquisición de un título igual o 
superior  a 480 que se caracterizaron por  tener menor carga viral pico y menor duración 
del tratamiento. Este punto de corte se relacionó además con ausencia de enfermedad por 
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CMV, aunque es cierto que en nuestra cohorte hubo pocos casos de enfermedad. Por tanto 
serían necesarios ampliar el estudio con series de pacientes mayores o con mayor 
incidencia de enfermedad para corroborar la relación entre el punto de corte definido y la 
ausencia de enfermedad por CMV.  
 En conclusión, este es el primer estudio que demuestra la escasez de utilidad clínica 
de los anticuerpos que neutralizan infección de fibroblastos  y al mismo tiempo demuestra 
la importancia que los anticuerpos neutralizantes de la infección de células epiteliales  
podrían estar teniendo en el control de la infección y enfermedad por CMV.  
 Nuestros resultados indican que la cuantificación de los niveles de anticuerpos 
neutralizantes de células epiteliales, además de la determinación de la respuesta inmune de 
células T, puede ser útiles como marcadores para discriminar entre aquellos pacientes que 
requieren una monitorización más cercana y los que están en menor riesgo de enfermedad 
por CMV. La combinación de la monitorización virológica e inmunológica de los 
pacientes podría permitir además una administración más eficiente del tratamiento 
anticipado en receptores de TOS de alto riesgo para la infección por CMV. 
 
Cómo aplicar lo aprendido sobre infección por CMV en pacientes trasplantados en el 
diseño de una vacuna 
 
 Debido a que la infección por CMV continúa siendo una de las principales causas 
de morbilidad en recién nacidos y trasplantados de órgano sólido y células 
hematopoyéticas, el Instituto de Medicina (IOM) ha propuesto como prioridad el desarrollo 
de una vacuna para CMV [288]. Aunque se han desarrollado diversos ensayos clínicos 
algunos con resultados prometedores, hasta el momento ninguna vacuna ha sido licenciada 
para su uso en humanos [230, 231]. Los ensayos preclínicos y clínicos realizados hasta el 
momento se han visto obstaculizados por varios factores, incluyendo la carencia de 
modelos animales que mimeticen la infección y enfermedad producida por CMV en 
humanos; la falta de correlación entre el nivel de inmunidad considerado protector en 
animales y humanos, y la falta de consenso respecto a los endpoints de los ensayos 
clínicos. En este contexto, los datos obtenidos en estudios recientes que caracterizaban la 
infección por CMV en pacientes trasplantados han ampliado el conocimiento sobre la 
respuesta celular durante la infección activa por CMV y su papel en el control de la 
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infección, lo que podría ser aplicado en el desarrollo de vacunas. En la pasada década, 
varios estudios han caracterizado variables inmunológicas que se correlacionan con la 
prevención de la enfermedad por CMV en pacientes inmunodeprimidos. En general, han 
identificado la respuesta celular y humoral efectoras como los principales brazos del 
sistema inmune que contribuyen al control de la replicación vírica, por lo que han sido 
herramientas utilizadas para guiar la administración de terapia antiviral en el periodo pos-
trasplante[133]. Estos estudios podrían ser aplicados en los esfuerzos actuales y futuros 
dirigidos hacia el diseño y desarrollo de vacunas para la prevención de enfermedad por 
CMV.  
 
Ensayos clínicos de vacunas de CMV en pacientes trasplantados 
 
 El conjunto de resultados de los tres ensayos clínicos de fase 2 en la población 
trasplantada mencionados sugieren que la vacunación frente a CMV puede proporcionar 
efectos protectores en pacientes trasplantados con serología positiva y negativa. Estos 
estudios destacan las dificultades asociadas con la evaluación clínica de las vacunas de 
CMV con respecto a la selección de los endpoints de los ensayos clínicos y la necesidad de 
identificar aspectos del sistema inmune que se correlacionen con protección y puedan ser 
medidos para cuantificar la eficacia de la vacuna en ensayos clínicos. Además, los 
resultados de estos ensayos también podrían sugerir que la evaluación de vacunas 
formuladas con nuevos antígenos virales podría facilitar la inducción de una respuesta 
inmune que incrementara los efectos de protección frente a la infección por CMV tras la 
vacunación.  
 Implicaciones para el diseño de vacunas 
 La información obtenida a través de los estudios de caracterización de la respuesta 
inmune frente a la infección por CMV en pacientes trasplantados puede ser útil como guía 
para el diseño y desarrollo de una vacuna por un número de razones. El primer aspecto más 
importante es  el conocimiento generado sobre la respuesta inmune a la infección de CMV 
en humanos. El desarrollo de vacunas requiere el uso de datos generados en modelos 
animales para identificar antígenos candidatos y evaluar su habilidad de promover una 
respuesta inmune protectora. Posteriormente, para verificar si estos antígenos se comportan 
de forma similar en humanos se necesitan ensayos clínicos de fases tempranas. Además, 
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debido a que la población diana de la vacunación para CMV son los pacientes 
trasplantados, los datos que describen los componentes del sistema inmune relacionados 
con el control de la infección en esta población puede tener un valor especial. Sin embargo, 
es importante mencionar que estos estudios tienen limitaciones. En primer lugar, la 
mayoría de ellos son observacionales, en muchos casos describen correlaciones entre 
variables del sistema inmune y la replicación vírica, pero no proporcionan información 
sobre el funcionamiento del control inmune en la replicación vírica. Una segunda 
consideración importante es que los pacientes incluidos en estos estudios están sometidos a 
terapias de inmunosupresión, por lo que los resultados obtenidos podrían no ser 
directamente extrapolables a individuos sanos e inmunocompetentes.  
 Hasta el momento, los componentes del sistema inmune que deben ser estimulados 
para conseguir una inmunidad protectora frente a CMV y los antígenos a los que va 
dirigida dicha respuesta no han sido bien definidos. El tipo de respuesta inmune requerida 
para la prevención de enfermedad puede depender del tipo de enfermedad y de la 
población diana, de forma que los anticuerpos podrían ser más efectivos previniendo 
infección primaria, mientras que la respuesta celular podría ser más efectiva en suprimir la 
replicación viral en individuos previamente infectados[289]. Los estudios que caracterizan 
el control inmunológico de la replicación de CMV en pacientes trasplantados seropositivos 
durante el periodo postrasplante apoyan esta idea, demostrando que la adquisición de una 
inmunidad específica de células T tiene efecto protector en la infección por CMV [201-
203, 205, 249]. Es importante destacar que la mayoría de estudios que identifican una 
correlación entre la inmunidad celular y la supresión de replicación viral cuantifican las 
frecuencias de células T específicas de IE-1 y pp65 en sangre periférica. Esto no debería 
significar que los antígenos IE-1 y pp65 son los más adecuados para el diseño de una 
vacuna, aunque es cierto que podrían contribuir a una respuesta protectora. En estos 
estudios la caracterización de la respuesta celular siempre se ha basado en la determinación 
de de células T circulantes específicas para IE-1 y pp65, mientras que la respuesta a otros 
antígenos no ha sido analizada. Por consiguiente, mientras estos datos sugieren que una 
vacuna que estimule la inmunidad mediada por células T podría ser adecuada para el uso 
en pacientes trasplantados, aún deben de ser identificados aquellos antígenos virales que 
puedan inducir una respuesta celular más efectiva. 
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 Por otro lado, el papel potencial de los anticuerpos inducidos por las vacunas en 
prevenir la infección por CMV ha sido un aspecto mucho menos estudiado. El ensayo 
clínico de fase 2 con la vacuna formulada con la glicoproteína B adyuvantada con MF59 
demostró una correlación entre el título de anticuerpos dirigidos a la glicoproteína B y la 
reducción de la duración de los episodios de replicación viral sugiriendo que los 
anticuerpos específicos del virus podrían contribuir a la inmunidad protectora. Sin 
embargo, varios estudios han demostrado que la presencia de anticuerpos neutralizantes de 
la infección de fibroblasto no se correlaciona con una reducción en la infección ni 
supervivencia en pacientes trasplantados con células hematopoyéticas [175], lo que  podría 
sugerir que la respuesta celular podría proporcionar algún efecto protector de forma 
individual.  Al igual que para la respuesta celular, un número relativamente bajo de 
antígenos han sido caracterizados con respecto a su habilidad para inducir anticuerpos 
capaces de bloquear la infección de CMV. Es posible, por tanto, que los anticuerpos 
dirigidos a otros antígenos o complejos antigénicos puedan prevenir de forma más eficiente 
la infección y/o suprimir la replicación viral. Esta idea ha sido corroborada por recientes 
estudios experimentales y clínicos en los que se demostraban que los anticuerpos dirigidos 
contra el complejo pentamérico  gH/gL/pUL128-130-131 presentaban una gran actividad 
en la neutralización de la infección por CMV [185, 186, 252, 290]. 
 En general, los ensayos clínicos que evalúan la eficacia de las vacunas de CMV 
emplean endpoints que pueden ser difíciles de medir por diversas razones. Los endpoints  
basados en enfermedad como enfermedad de órgano en el paciente trasplantado o pérdida 
auditiva neuro-sensorial en niños, pueden ser difíciles de medir debido a la baja incidencia 
de enfermedad o a la necesidad de periodos más largos de seguimiento [289]. Los 
endpoints basados en infección, como la carga viral de CMV, pueden ser más fácilmente 
analizados, pero requieren que un número considerable de muestras sean analizadas para 
detectar la presencia de ADN viral. En este contexto, sería necesaria la identificación de 
variables inmunológicas que se correlacionaran con la protección que una vacuna debe 
conseguir para ser considerada efectiva. Varios estudios han caracterizando la replicación 
viral y la adquisición de inmunidad de células T durante el periodo postrasplante, 
identificando valores de puntos de corte para la frecuencia de células T específicas de 
CMV que se correlacionan con la habilidad de suprimir la replicación del virus en ausencia 
de terapia antiviral. Un estudio realizado por Gerna et al. describió que una frecuencia de 
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células T específicas de CMV mayor de 0,4 células/µl confería protección para enfermedad 
por CMV en pacientes TOS de bajo riesgo de infección por CMV, mientras que 
Benmarzouk-Hidalgo et al. definieron un punto de corte de 0,25% de células T CD8+IFN-
γ+ que se correlacionaba con el aclaramiento espontáneo de la infección [133, 252]. Todos 
estos estudios podrían, por tanto, proporcionar información útil para la identificación de 
variables inmunológicas que se correlacionen con protección y puedan servir como 
endpoints en estudios clínicos.  
 
Proteínas altamente expresadas durante la infección por CMV como antígenos de 
CMV para el diseño de una vacuna.  
 
 El número de antígenos de CMV evaluados como candidatos de vacuna en ensayos 
preclínicos y clínicos  ha sido relativamente bajo, sugiriendo que existen antígenos que 
aunque no han sido caracterizados, podrían tener la capacidad de estimular una respuesta 
celular y/o humoral. Debido a la gran cantidad de ORFs presentes en el genoma de CMV, 
una caracterización más detallada de la respuesta inmune inducida por todas las proteínas 
antigénicas de forma individual requeriría mucho tiempo y un coste elevado. En este 
contexto, el uso de las tecnologías de genómica, transcriptómica y proteómica emergentes 
podrían ser útiles para identificar antígenos virales que tengan características deseables 
para el diseño de una vacuna. Las técnicas basadas en el análisis de transcriptoma, pueden 
ser usadas para identificar genes virales que están altamente expresados durante la 
infección de diferentes tipos celulares, como han sugerido estudios recientes en los que se 
empleaba el RNA-Seq para caracterizar el transcriptoma de CMV humano y murino 
durante la infección [232, 233]. Los productos de los genes altamente expresados podrían 
ser interesantes en el desarrollo de vacunas como antígenos capaces de estimular la 
respuesta celular dirigida a células infectadas. Esta idea es apoyada por estudios de 
transcriptómica basados en  microarray que demuestran que los genes que codifican para 
IE-1 y pp65,  que inducen una respuesta celular correlacionada con la habilidad de 
controlar la replicación viral [251-253] son altamente expresados durante la infección 
[254]. Por otro lado, los estudios proteómicos también presentan el potencial de identificar 
antígenos de interés para el desarrollo de una vacuna. El análisis basado en espectrometría 
de masa de las partículas víricas no sólo identifica las proteínas estructurales del virus, sino 
que también permite la cuantificación respecto a la abundancia relativa de cada proteína en 
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el virión [34]. Estos resultados podrían facilitar la identificación de antígenos que producen 
una respuesta de anticuerpos dirigida a neutralizar la infección por CMV. En conjunto, 
estos ejemplos demuestran que las tecnologías -ómicas podrían tener un papel importante 
en la identificación de antígenos para el diseño de una vacuna.  
Tradicionalmente, la identificación de antígenos para el diseño de vacunas se ha basado en 
el nivel de conservación de los antígenos, de forma que aquellos altamente conservados se 
han considerado más apropiados para la inducción de una respuesta inmune específica 
frente a la todas las estirpes circulantes de un patógeno. Sin embargo, el uso de técnicas 
transcriptómicas como RNA-seq [291] o microarray de ADN [292] han facilitado el 
conocimiento del perfil transcripcional de las proteínas en condiciones que mimetizan la 
infección en diferentes condiciones o tejidos. De esta forma, aquellos más expresados 
durante la infección que además tienen un papel importante en la patogénesis podrían 
considerarse candidatos potenciales de vacunas[293]. El presente estudio es el primero en 
utilizar esta estrategia de búsqueda de antígenos candidatos para una vacuna frente al virus, 
en concreto la utilización de ARN-Seq para determinar los transcritos más abundantes de 
CMV en diferentes líneas celulares a tiempos diferentes tras la infección. Aunque la 
mayoría de los datos de transcriptoma de CMV disponibles provienen de estudios basados 
en modelo de infección de fibroblastos [232, 294], el estudio de células epiteliales podría 
ser de gran relevancia por ser la primera barrera y principal diana de infección durante la 
infección natural de CMV. Además, varios estudios han sugerido que la cinética de 
expresión de los genes virales pueden ser influenciados por factores celulares, de forma 
que dependiendo del tipo de célula infectada los niveles transcripcionales de genes de 
CMV pueden verse alterados.  
 
 Partiendo de estas evidencias, en este estudio analizamos diferentes perfiles 
transcripcionales durante la infección de fibroblastos y células epiteliales durante las tres 
fases de infección características de CMV (inmediatamente temprana, temprana y tardía). 
Nuestros resultados confirman la influencia de factores celulares en la expresión de genes 
virales ya que el nivel de transcripción de  un gran número de genes de CMV es diferente 
en función del tipo celular infectado. Este hallazgo está, por tanto, en concordancia con los 
publicados por Towler et al., en el que de los 165 genes codificantes de proteínas de CMV, 
41 y 48 estaban diferencialmente expresados de forma exclusiva en epitelio y astrocitos, 
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respectivamente, comparados con fibroblastos, mientras que 22 de ellos coincidían tanto en 
epitelio como en astrocitos [240]. 
 
En los últimos años se han realizado avances importantes en la caracterización de la 
respuesta humoral [285] y especialmente la respuesta celular específica frente a CMV 
protectora frente a la infección por CMV [133, 295]. Además, los esfuerzos dirigidos a la 
caracterización de antígenos capaces de inducir ambos tipos de respuestas han ayudado a la 
identificación de nuevos antígenos potenciales que puedan ser dianas de una vacuna frente 
a CMV. En un estudio realizado por Sylwester et al. se identificaron un gran número de 
proteínas de CMV con capacidad de inducir una respuesta de células T CD4+ y CD8+ en 
adultos sanos seropositivos para CMV [157]. Del mismo modo, varios estudios han 
identificado un gran número de proteínas que son reconocidas por anticuerpos específicos 
de CMV presentes en el suero de los sujetos estudiados provenientes de distintos contextos 
clínicos [207, 210]. Sin embargo, hasta la fecha sólo  se han tenido en cuenta un número 
muy reducido de todos estos antígenos para el desarrollo de una vacuna frente  CMV. En 
concreto, se han utilizado IE-1 y pp65 que inducen principalmente una respuesta celular 
[296, 297], y la glicoproteína B (implicada en la entrada de fibroblastos durante la 
infección) que induce principalmente una respuesta mediada por anticuerpos [230]. 
Además, el complejo pentamérico implicado en la entrada de células epiteliales y 
endoteliales se ha propuesto recientemente como potencial diana para mejorar la eficacia 
clínica de futuras vacunas frente a CMV [298].  Estos antígenos, además de ser una de las 
principales dianas de las respuesta celular y humoral, han sido considerados para el diseño 
de una vacuna por ser abundantes en el virión (a excepción de IE-1), por su alto grado de 
transcripción durante la infección de CMV y por ser proteínas altamente acumuladas en la 
célula hospedadora durante la infección, lo que aumenta la probabilidad de ser presentada 
por los MHC I y II y dar lugar a una respuesta inmune robusta. Esta iniciativa está en la 
misma línea de que los genes altamente expresados durante la infección, si además poseen 
un papel importante en la estimulación de sistema inmune del hospedador podrían ser 
buenos candidatos en el desarrollo de una vacuna.  
En el presente trabajo, identificamos los transcritos más abundantes (MAT) en cada fase de 
replicación y entre ellos seleccionamos diferentes proteínas basándonos en sus altos 
niveles de transcripción y en su capacidad de inducir una respuesta inmune mediada por 
linfocitos T a CD4+ y CD8+ [157]. Entre ellas hemos seleccionados los siguientes 
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candidatos: UL4, UL17, UL36, US3 y  US18 capaces de inducir una respuesta de células T 
CD4+ y UL44, US3 y UL36 capaces de inducir una respuesta mediada por células T CD8+.  
Además, debido a que las células epiteliales son la primera barrera biológica encontrada 
por CMV y que la respuesta humoral específica de CMV tras la infección natural está 
dirigida especialmente a bloquear la infección de células epiteliales, US18, involucrada en 
la evasión de las células NK [299], detectado en nuestro estudio como el mayor MAT 
durante las tres fases de infección por CMV de células epiteliales, podría ser un buen 
candidato a vacuna ya que además presenta la capacidad de activar la respuesta celular 
mediada por células T CD4+.  
Además y en base a la hipótesis de que los genes más expresados durante la infección por 
CMV si además tienen un papel importante en la estimulación de una respuesta inmune 
específica frente a CMV podrían ser buenos candidatos para el desarrollo de una vacuna 
frente a CMV, UL36 y US3 transcritos altamente expresados podrían ser de especial 
interés por su capacidad de activar tanto una respuesta de células T CD4+ como CD8+, 
activando tanto una respuesta citotóxica, como de anticuerpos neutralizantes específicos de 
CMV. El gen UL36, codifica la proteína viral de inhibición de la caspasa-8 relacionada con 
la activación de procesos apoptóticos [300] mientras que la US3 es una glicoproteína 
residente en el retículo endoplasmático que modula la expresión de MHCI en la superficie 
celular y se relaciona con la degradación de este complejo durante etapas tempranas de 
infección[301].  Aunque puede parecer paradójico el uso de una proteína responsable de la 
evasión del sistema inmune como inductor del mismo, otros estudios han propuesto este 
tipo de proteínas para la activación de una respuesta inmune de células T [302]. Uno de los 
mejores ejemplos es la proteína del tegumento pp65 que a pesar de prevenir el 
reconocimiento de las proteínas inmediatamente tempranas por los componentes del 
sistema inmune y además de inhibir la síntesis de varios componentes involucrados en la 
respuesta inmune del receptor[303], es una de las proteínas más utilizadas hasta el 
momento en el diseño de vacunas frente a CMV por su capacidad de inducir una respuesta 
específica de células T [206]. 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VII. Limitaciones 
Limitaciones 
  
 Los resultados mostrados en esta tesis presentan las limitaciones que se describen a 
continuación.  
Limitaciones del Artículo 1 
a) La cohorte de pacientes estudiada de receptores de TOS de alto riesgo tiene un tamaño 
muestral relativamente bajo (n=47) esto se ha debido principalmente a distintos factores: i) 
La dificultad de reclutar receptores de trasplante con serología negativa por su baja 
incidencia. ii) Además, dado que según las guías de práctica clínica el tratamiento 
anticipado no es la estrategia de tratamiento estándar para el control de la infección por 
CMV en el paciente de trasplante de órgano sólido, esto ha limitado la ampliación también 
del tamaño muestral a través de la colaboración con otros hospitales en los que la estrategia 
de tratamiento utilizada es la profilaxis universal. iii) Por otra parte, también ha dificultado 
la colaboración a nivel logístico, ya que el protocolo de medición de repuesta de células T 
por citometría de flujo implica el procesamiento de la muestra en las siguientes 24 horas. 
Por tanto, este hecho dificulta la inclusión de pacientes de regiones lejanas a nuestro 
hospital. 
b) Otras de la limitaciones que presentan los resultados obtenidos del punto de corte en la 
cohorte de pacientes de alto riesgo, es que estos resultados podrían no ser extrapolables a 
pacientes con profilaxis universal o con regímenes diferentes de inmunosupresión o 
pacientes que reciben timoglobulina como tratamiento de inducción.  
 
c) Probablemente debido a la monitorización estrecha de estos pacientes y a la pronta 
administración de tratamiento antiviral de estos pacientes, en nuestra cohorte hemos tenido 
una baja ocurrencia de enfermedad. Este limitado número de casos de enfermedad dificulta 
el establecimiento de una relación inversa entre la existencia de una inmunidad celular y 
anticuerpos neutralizantes y el riesgo de enfermedad. Por tanto sería necesario ampliar el 
estudio con series de pacientes mayores o con una mayor incidencia de enfermedad para 
corroborar la relación entre el punto de corte definido y la ausencia de enfermedad por 
CMV. 
d) Finalmente, debido a que no existe un punto de corte de carga viral para CMV para el 
inicio del tratamiento anticipado de los episodios de replicación detectados, el personal 
clínico es el responsable de instaurar el tratamiento según su propia experiencia y criterio. 
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En este contexto, es posible que en algunos pacientes se haya administrado tratamiento con 
cargas virales no muy elevadas que podrían haber aclarado espontáneamente una vez 
detectada la respuesta inmune específica frente a CMV.  
 
Limitaciones del Artículo 3 
a) En este estudio se ha realizado el análisis del transcriptoma de CMV durante la 
infección de fibroblastos y células epiteliales y se ha observado que el nivel de expresión 
de los genes virales es altamente influenciable por el tipo de célula hospedadora. Por ello, 
el perfil de expresión de los genes virales descritos para estos tipos celulares puede no ser 
extrapolable a otro tipos celulares.  
b) Además, es probable que la expresión de algunos genes de CMV varíen su expresión in 
vivo.  
c) El hecho de que se haya detectado una alta expresión de ciertos genes durante la 
infección  in vitro no necesariamente implica una alta producción de la proteína. Por ello, 
futuros estudios de proteómica serían necesarios para verificar los niveles de las proteínas.  
d) En este estudio sugerimos que los genes altamente expresados durante la infección de 
CMV podrían ser buenos candidatos para la formulación de una vacuna.  Sin embargo, no 
hemos incluido aquellos genes que aún siendo poco expresados podrían ser altamente 
antigénicos suficiente para promover una respuesta inmune robusta.   
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VIII. Conclusiones 
Conclusiones 
  
 
Las conclusiones de este trabajo son las siguientes:   
 
I. El tratamiento anticipado de la infección por CMV guiado por los resultados de la 
QRT-PCR es una estrategia segura y eficaz en el manejo de los pacientes receptores de 
TOS de alto riesgo para la infección por CMV.  
 
II. El contacto entre el CMV y el sistema inmune del hospedador favorecido por la 
administración de tratamiento anticipado facilita el desarrollo temprano de una 
respuesta inmune específica frente a CMV en pacientes receptores de TOS de alto 
riesgo de infección. 
 
III. El desarrollo de una respuesta inmune celular T específica frente a CMV aunque se 
relaciona con una disminución de la incidencia de replicación y con un efecto 
terapéutico, no elimina la incidencia de enfermedad. 
 
IV.  El desarrollo de una respuesta inmune celular T específica frente a CMV se relaciona 
con la adquisición de anticuerpos neutralizantes específicos de CMV.  
 
V. Los niveles de IgG específicos de CMV o los anticuerpos neutralizantes  capaces de 
bloquear la infección en fibroblastos medidos después del transplante no son buenos  
indicadores de protección frente a la infección por CMV en la población con trasplante 
de órgano sólido. 
 
VI. El desarrollo de títulos de anticuerpos neutralizantes capaces de bloquear la infección 
de células epiteliales superior a 480 se relaciona con una disminución de la infección y 
es un marcador protector de enfermedad por CMV en la población estudiada.  
 
VII. El desarrollo de la respuesta inmune específica de CMV de células T junto con 
anticuerpos neutralizantes de células epiteliales con títulos superiores a 480 se 
relaciona con la protección frente a la enfermedad por CMV en los receptores de TOS 
de alto riesgo para la infección por CMV. 
Conclusiones 
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VIII. La monitorización conjunta de la respuesta inmune específica de CMV de células T y 
de anticuerpos neutralizantes capaces de bloquear la infección de células epiteliales es 
una estrategia útil para diferenciar pacientes con un menor riesgo de enfermedad y 
aquellos a los que puede realizarse un menor seguimiento tras el trasplante.  
 
IX. Una respuesta específica celular T de CD8+IFN+ superior al 0,25% y un título de 
anticuerpos neutralizantes de infección de epitelio de 480 podrían ser objetivos a 
cumplir por una vacuna efectiva.  
 
X. Los niveles transcripcionales de genes de CMV durante la infección difieren altamente 
entre células epiteliales y fibroblastos infectados por CMV. 
 
XI. Los genes US18 altamente transcrito en células epiteliales con capacidad de inducir 
una respuesta CD4+ y UL36 y US3 con capacidad de inducir una respuesta de células 
T CD4+ y CD8+ podrían ser nuevos candidatos potenciales para el diseño de una 
vacuna de CMV.  
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